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1 Einleitung
Beim Abku¨hlen einer wa¨ssrigen Lo¨sung unter die Schmelztemperatur findet nicht
zwangsla¨ufig ein U¨bergang von der flu¨ssigen in die kristalline Phase statt. Das
System kann bis zu einem gewissen Grad der Unterku¨hlung im thermodynamisch
ungu¨nstigeren flu¨ssigen Zustand verbleiben. Der Grund hierfu¨r ist, dass fu¨r den
Phasenu¨bergang ein Kristallisationskeim vorhanden sein muss, an den sich Mole-
ku¨le der Flu¨ssigkeit unter Absenkung der Gesamtenergie anlagern ko¨nnen. Bei der
heterogenen Eiskeimbildung (Nukleation) an einer Oberfla¨che oder einem Fremd-
partikel wird die Gro¨ße dieses Keims durch Parameter wie Temperatur, Oberfla¨-
chengeometrie und Grenzfla¨chenenergie bestimmt. Die Keimbildung selbst ist ein
stochastischer Prozess, bei dem sich Flu¨ssigkeitsmoleku¨le durch Fluktuation zu
einem stabilen Cluster zusammenfinden. Entsprechend beeinflusst die Gro¨ße des
Systems bzw. die Kontaktfla¨che zum Fremdmaterial die Wahrscheinlichkeit der
Eiskeimbildung.
Um biologisches Material haltbar und lagerbar zu machen, werden auf dem Ge-
biet der Kryokonservierung Zellen oder Zellverba¨nde in wa¨ssrigen Einfrierlo¨sungen
auf Temperaturen weit unter der Schmelztemperatur der Lo¨sung abgeku¨hlt. Ha¨u-
fig werden kleine Proben von wenigen Millilitern Volumen verwendet, bei denen
die Unterku¨hlung ein allseits bekanntes, aber in der Regel ungewolltes Pha¨nomen
darstellt. Die bei der Kristallisation der Lo¨sung freiwerdende Kristallisations- oder
Latentwa¨rme beeinflusst maßgeblich den Temperaturverlauf innerhalb der Probe.
Die experimentell beobachtete starke Variation der Keimbildungstemperatur bzw.
der Unterku¨hlung fu¨hrt zu uneinheitlichen und nicht reproduzierbaren Tempera-
turverla¨ufen in den Proben. Fu¨r die Entwicklung optimierter Kryokonservierungs-
protokolle sind die Realisierung definierter Temperaturverla¨ufe und die gezielte
Variation der Keimbildungstemperatur jedoch unverzichtbar. Ziel der Optimierung
ist stets, eine mo¨glichst hohe U¨berlebensrate des biologischen Materials nach dem
Wiedererwa¨rmen zu erreichen. Momentan steht kein Verfahren zur Verfu¨gung mit
dem die Keimbildungstemperatur zuverla¨ssig und automatisiert auf einen definier-
ten Wert eingestellt werden kann.
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Auch im Bereich der Gefriertrocknung ist ein optimierter Einfrierprozess von großer
Bedeutung. Das Trocknungsverhalten der Proben im Vakuum wird entscheidend
von der Kristallstruktur beeinflusst, welche sich wa¨hrend des Einfrierprozesses in
der Probe gebildet hat. Die Keimbildungstemperatur der Lo¨sung ist wie bei der
Kryokonservierung durch ihre Auswirkung auf den Temperaturverlauf wa¨hrend der
Erstarrung von Bedeutung. Ein Verfahren mit dem die Keimbildungstemperatur
auf einen mo¨glichst hohen Wert angehoben werden kann (geringe Unterku¨hlung der
Probe) ko¨nnte die Trocknungszeiten bei industriellen Gefriertrocknungsprozessen
mo¨glicherweise erheblich reduzieren.
Bereits vor mehr als 100 Jahren wurde in einer Arbeit von Dufour [14] von der
Wirkung eines elektrischen Feldes auf die Eiskeimbildung in reinem Wasser be-
richtet. In spa¨teren Arbeiten wurden immer systematischere Untersuchungen zu
diesem Thema durchgefu¨hrt und der Begriff des Electrofreezings gepra¨gt. Einig
sind sich die Autoren daru¨ber, dass ein genu¨gend hohes Potenzial an einer in un-
terku¨hltes Wasser getauchten Elektrode die Wahrscheinlichkeit der Eiskeimbildung
deutlich erho¨hen kann. Fu¨r den zugrundeliegenden Mechanismus werden jedoch
unterschiedliche Erkla¨rungsansa¨tze angeboten, welche sich meist auf spezielle Ver-
suchsbedingungen beziehen. Obwohl es Hinweise hierfu¨r gibt, ist bisher unklar,
ob alleine die Wirkung des elektrischen Feldes die Eiskeimbildung in unterku¨hlten
wa¨ssrigen Lo¨sungen auszulo¨sen vermag.
Diese Arbeit bescha¨ftigt sich mit den Grundlagen des Pha¨nomens, welches im Fol-
genden als elektrisch induzierte Eiskeimbildung bezeichnet wird, sowie mit der Er-
forschung der Mo¨glichkeiten, dieses zur Kontrolle der Keimbildungstemperatur im
Bereich der Kryokonservierung und Gefriertrocknung einzusetzen. Ziel ist es, die
Wirkung des elektrischen Feldes auf den Prozess der Eiskeimbildung genauer zu
verstehen und einen Bezug des aufgestellten theoretischen Modells zu den experi-
mentellen Beobachtungen herzustellen.
Die vorliegende Arbeit la¨sst sich in drei Teile gliedern. Aufbauend auf die in Ka-
pitel 2 pra¨sentierten Grundlagen bescha¨ftigt sich der erste Teil (Kapitel 3 - 5) mit
dem Pha¨nomen der elektrisch induzierten Eiskeimbildung. In Kapitel 3 werden ex-
perimentelle Untersuchungen in einem Mikroskop-Friertisch beschrieben, die den
Einfluss charakteristischer Parameter auf die Keimbildung in destilliertem Wasser
darlegen. Außerdem wird die Wirkung von Fremdstoffen wie Salzen und Gefrier-
schutzadditiven auf die Eiskeimbildung systematisch untersucht. In Kapitel 4 wird,
basierend auf den experimentellen Untersuchungen, ein thermodynamisches Modell
der Eiskeimbildung im elektrischen Feld entwickelt. Die Gu¨ltigkeit des theoretischen
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Modells wird in Kapitel 5 durch den Vergleich mit den experimentellen Untersu-
chungen u¨berpru¨ft. Auf der Grundlage des Modells werden in diesem Kapitel au-
ßerdem der Einfluss der einzelnen experimentellen Parameter und die Wirkung von
Fremdstoffen diskutiert.
Im zweiten Teil der Arbeit (Kapitel 6) wird die Anwendbarkeit der elektrisch in-
duzierten Eiskeimbildung im Bereich der Kryokonservierung aufgezeigt. Es werden
unter Nutzung spezieller Elektrodenaufsa¨tze Kryokonservierungsexperimente bei
Variation der Keimbildungstemperatur durchgefu¨hrt. Die Abha¨ngigkeit der Zell-
u¨berlebensrate von diesem Parameter wird vor dem Hintergrund einer Simulation
der Zelldehydrierung wa¨hrend des Einfriervorgangs ero¨rtert.
Im dritten Teil der Arbeit (Kapitel 7) wird gezeigt, wie sich eine mittels elektrisch
induzierter Eiskeimbildung kontrollierte Keimbildungstemperatur auf den Trock-
nungsverlauf der Gefriertrocknung auswirkt. Im Mittelpunkt steht hierbei die Be-
stimmung der Gefriertrocknungsrate und der Trocknungszeit.
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2 Grundlagen
2.1 Prozesse an der Elektrodenoberfläche und im
Elektrolyten
In diesem Kapitel sollen die grundlegenden Prozesse beim Kontakt von Wasser und
wa¨ssrigen Elektrolyten mit geladenen Oberfla¨chen betrachtet werden, welche fu¨r die
Eiskeimbildung an der Elektrode von Bedeutung sind. Zuna¨chst wird die Struktur
von Wasser anhand der vorliegenden Bindungsverha¨ltnisse und die Wirkung eines
a¨ußeren elektrischen Feldes auf die Orientierung der Moleku¨le angesprochen. An-
schließend wird die Ausbildung der elektrolytischen Doppelschicht beim Kontakt
des wa¨ssrigen Elektrolyten mit einer Metalloberfla¨che (Elektrode) betrachtet. Der
Transport von Elektrolytionen im elektrischen Feld zwischen den Elektroden sowie
der Ladungsaustausch bei Durchtrittsreaktionen an der Elektrodenoberfla¨che sind
wichtige Prozesse fu¨r die Beurteilung der Keimbildungsverha¨ltnisse. Sie werden dis-
kutiert, bevor nachfolgend auf die Dynamik der Doppelschichtaufladung genauer
eingegangen wird. Das System wird zur einfacheren Betrachtung durch ein elek-
trisches Ersatzschaltbild nachgebildet. Zuletzt wird das nichtlineare Verhalten bei
sehr hohen Elektrodenpotenzialen beru¨cksichtigt.
2.1.1 Bindungsverhältnisse in Wasser
Die gewinkelte Struktur des Wassermoleku¨ls ergibt sich aus der kovalenten Bin-
dung von zwei Wasserstoffatomen an ein Sauerstoffatom und der Pra¨senz von zwei
freien Elektronenpaaren. Aufgrund der deutlich ho¨heren Aufenthaltswahrschein-
lichkeit der Elektronen am Sauerstoff besitzt das Wassermoleku¨l ein Dipolmoment
von 1,854 Debye (in der Gasphase) [2]. Im flu¨ssigen und festen Zustand bilden
sich wegen der stark polaren O-H-Bindungen im Moleku¨l Wasserstoffbru¨ckenbin-
dungen (H-Bindungen) zu benachbarten Moleku¨len aus. Ein H2O-Moleku¨l kann
hierbei maximal u¨ber vier H-Bindungen an weitere Moleku¨le gekoppelt sein, 2× als
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H
O
Abb. 2.1: Wassermoleku¨l mit
vier Wasserstoffbru¨ckenbindun-
gen zu benachbarten Moleku¨-
len im 3D-Modell. Die na¨chsten
Nachbarn liegen auf den Eck-
punkten eines Tetraeders.
H-Donator u¨ber die O-H-Gruppe und 2× als H-Akzeptor am O. Die Bindungen
sind in hexagonalem Eis, teilweise auch in flu¨ssigem Wasser (siehe unten) tetra-
ederfo¨rmig orientiert, wie in Abb. 2.1 dargestellt. Dies la¨sst sich durch die Bildung
von sp3-Hybridorbitalen am Sauerstoff erkla¨ren1.
Wasserstoffbru¨ckenbindungen im Wasser zeigen ein kooperatives Verhalten. Das
bedeutet, dass die Bindungsenergie im Verband mehrerer aneinander gebundener
Moleku¨le zunimmt [31; 66]. Untersuchungen der Bindungsverha¨ltnisse mittels Infra-
rotspektroskopie geben Hinweise darauf, dass sich im Wasser aufgrund der koope-
rativen Bindungssta¨rkung große Moleku¨lcluster bilden (≈ 400 Moleku¨le bei 0 ◦C)
[66]. Untersuchungen mittels Ro¨ntgenabsorptionsspektroskopie zeigen, dass auf ei-
ner Femtosekunden-Zeitskala bei etwa 20% der Wassermoleku¨le, wie in Abb. 2.1
dargestellt, beide O-H-Gruppen als H-Donatoren einer H-Bindung fungieren, wa¨h-
rend die restlichen Moleku¨le eine stark gebundene (H-Bindung) und eine freie oder
nur schwach gebundenen O-H-Gruppe aufweisen [140]. Dies legt nahe, dass die
meisten Wassermoleku¨le in H-gebundenen Ketten oder Ringen vorliegen, welche in
einem ungeordneten Cluster-Netzwerk untereinander schwach gebunden sind [140].
Im flu¨ssigen Aggregatzustand sind die H-Bindungen a¨ußerst kurzlebig (1 - 20 ps)
[51]. Durch Translation und Rotation der Wassermoleku¨le werden fortwa¨hrend be-
stehende H-Bindungen aufgebrochen und neue ausgebildet. Beim Schmelzen von
Eis werden tetraederfo¨rmige Konfigurationen durch solche mit einer ungebundenen
O-H-Gruppe ersetzt. Die auch im flu¨ssigen Zustand noch hohe Zahl an H-Bindun-
gen ist fu¨r den hohen Siedepunkt von Wasser verantwortlich, wa¨hrend deren kurze
Lebensdauer den flu¨ssigen Aggregatzustand charakterisiert.
1Wa¨hrend die vier tetraederfo¨rmig orientierten Bindungen (zwei kovalente und zwei Wasserstoff-
bru¨ckenbindungen) im Eiskristall und flu¨ssigen Wasser auf eine sp3-Hybridisierung hindeuten,
werden fu¨r das freie Wassermoleku¨l andere Strukturen wie eine sp2-Hybridisierung mit zusa¨tzli-
chem pz-Orbital diskutiert [70].
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2.1.2 Wasser im elektrischen Feld
Auf die Wassermoleku¨le wirkt aufgrund ihres Dipolmoments p im homogenen elek-
trischen Feld Eh ein Drehmoment M = p × Eh. Dieser Ordnungstendenz wirkt
eine Unordnungstendenz der thermischen Bewegung entgegen. Insgesamt ergibt
sich eine von der Feldsta¨rke und der Temperatur abha¨ngige Ausrichtung der Di-
pole, welche mit einer makroskopischen Polarisation (Orientierungspolarisation)
verbunden ist. Bei einer konstanten felderzeugenden Ladungsverteilung fu¨hrt dies
zur Verringerung der elektrischen Feldsta¨rke (siehe auch Kap. 4.1). Wasser geho¨rt
dementsprechend zu den paraelektrischen Stoffen und wird durch die Dielektrizi-
ta¨tszahl W charakterisiert
2. In Abb. 2.2 ist die Ausrichtung der Wassermoleku¨le in
einem hohen elektrischen Feld der Sta¨rke 1·1010V/m im Vergleich zum feldfreien
Fall nach einer molekulardynamischen Simulation (MD-Simulation) [149] darge-
stellt. Theoretische Berechnungen zeigen, dass W bei Erho¨hung der Feldsta¨rke
E
a b
H
O
Abb. 2.2: Orientierung der Wassermoleku¨le a ohne a¨ußeres elektrisches Feld und b mit
a¨ußerem elektrischen Feld von E=1·1010V/m als Ergebnis einer molekulardy-
namischen Simulation (modifiziert nach [147]). In der Bildmitte ist das Dipol-
moment des Wassermoleku¨ls als grauer Konturpfeil angedeutet. Die Ausrich-
tung der Dipolmoleku¨le im elektrischen Feld ist durch den Vergleich von a und
b gut zu erkennen.
2Es gilt der Zusammenhang D=0WE zwischen der dielektrischen Verschiebung D und der Feld-
sta¨rke E (0=Dielektrizita¨tszahl des Vakuums).
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Vr

E (10 V/m)9
Vr
W
W
Abb. 2.3: Relatives Volumen Vr
(linke Skala) und Dielektrizi-
ta¨tszahl W (rechte Skala) von
H2O in Abha¨ngigkeit der elektri-
schen Feldsta¨rke. Daten aus dem
in [9] beschriebenen thermody-
namischen und elektrostatischen
Ansatz (Abbildung modifiziert).
Symbole entsprechen experimen-
tell ermittelten Werten.
u¨ber einen Wert von etwa E=1·108V/m deutlich absinkt [9; 10; 125]. Abb. 2.3 ist
zu entnehmen, dass W bei einer Feldsta¨rke von E=1·1010V/m nur noch etwa 1/10
bis 1/20 so groß ist, wie bei E=0 (W=81,4 bei T=290K und p=1bar [20]).Dies
ist durch das allma¨hliche Erreichen eines Sa¨ttigungswertes fu¨r den Grad der Aus-
richtung der Wassermoleku¨le zu erkla¨ren. Hierdurch sinkt der Faktor (), um den
ein a¨ußeres elektrisches Feld innerhalb des Dielektrikums Wasser reduziert wird.
Bei einer Feldsta¨rke von E> 1·109V/m wird außerdem eine Kompression des Was-
sers aufgrund von Elektrostriktion beobachtet [8; 9]. In diesem Fall verringert sich
das Volumen pro Wassermoleku¨l, was in Abb. 2.3 anhand der deutlichen Abnahme
des relativen Volumens Vr (bezogen auf das Volumen bei E=0) zu erkennen ist.
Bei Abschaltung des Feldes bewirkt die thermisch getriebene Eigenbewegung der
Moleku¨le eine Relaxation der Polarisation. H-Bindungen zu anderen Wassermole-
ku¨len beeinflussen gleichzeitig das Verhalten der Dipole im Feld. Die Relaxations-
zeit τD ist ein Maß fu¨r die Geschwindigkeit des Relaxationsprozesses und kann
durch die Messung der komplexen, frequenzabha¨ngigen Dielektrizita¨tszahl ˆ(ω)
im THz-Bereich etwa durch TDS (time-domain spectroscopy) bestimmt werden
[152; 109]. Fu¨r τD werden Werte von wenigen Picosekunden angegeben (τD=15,7 ps
bei T=271,1K und τD=8,5 ps bei 292,3K [109]). Auf einer Zeitskala dieser Gro¨-
ßenordnung findet auch die Orientierung der H2O-Dipole bei plo¨tzlichem Anlegen
eines elektrischen Feldes statt.
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2.1.3 Ausbildung einer elektrolytischen Doppelschicht
Bei direktem Kontakt zwischen einer Metallelektrode und einer Lo¨sung kommt es
durch das Bestreben der Metallionen in Lo¨sung zu gehen zur Ausbildung einer
elektrischen Doppelschicht. Die in der Elektrode zuru¨ckbleibenden Elektronen und
die im Elektrolyten vorhandenen positiven Metallionen stehen sich an der Grenz-
fla¨che, a¨hnlich den Ladungen auf einem Plattenkondensator, gegenu¨ber. Die La-
dungsverschiebung la¨uft so lange ab, bis sich ein Gleichgewichtszustand eingestellt
hat: eine negative Ladung auf der Elektrodenoberfla¨che und eine positive Raum-
ladung in der Lo¨sung wirken dem Lo¨sungsdruck der Metallionen entgegen. Hin-
und Ru¨ckreaktionen finden im Gleichgewichtsfall gleich ha¨ufig statt. Die Verteilung
der Ionen in der Lo¨sung nach einem Modell von Stern ist in Abb. 2.4 dargestellt.
Sie setzt sich aus der auf Helmholtz zuru¨ckgehenden
”
starren“ Doppelschicht und
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Abb. 2.4: Skizze zur Ausbildung der Doppelschicht: a Ladungen auf der Elektrodenober-
fla¨che (Elektronenu¨berschuss, Elektronenmangel) und hydratisierte Ionen der
Lo¨sung im Gleichgewichtszustand ohne Wassermoleku¨le, b Potenzialverlauf in
starrer und diffuser Doppelschicht mit dem Potenzial ϕMe der Metallelektro-
denoberfla¨che, ϕa¨.H. an der a¨ußeren Helmholtzfla¨che bei x=a, dem Potenzial-
abfall u¨ber die diffuse Doppelschicht ζ (Zetapotenzial) auf ϕL in der Lo¨sung
und der Debye-Abschirmla¨nge λD. Nicht beru¨cksichtigt ist der Einfluss der
H2O-Dipole auf den Potenzialverlauf.
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der nach derGouy-Chapman-Theorie vorhandenen
”
diffusen“ Doppelschicht zusam-
men. Letztere beru¨cksichtigt die Wa¨rmebewegung der Lo¨sungskomponenten, wel-
che eine starre Ladungsverteilung vor der Elektrodenoberfla¨che aufzulockern ver-
mag. Nach Abb. 2.4 ist der Raum innerhalb der starren Doppelschicht (0 < x < a)
ladungsfrei, da sich die hydratisierten Ionen nur bis zum Abstand ihres Radius der
Elektrodenoberfla¨che na¨hern ko¨nnen. Aus der Poissonschen Differentialgleichung
d2ϕ(x)
dx2
=
−ρ(x)
0r
(2.1)
erha¨lt man mit ρ=0 durch Integration
dϕ(x)
dx
= konstant, 0 < x < a. (2.2)
Die Verteilung der Ionen in der diffusen Doppelschicht la¨sst sich in Form einer
Maxwell-Boltzmann-Verteilung fu¨r die Ionendichte ni von Ionen der Sorte i im
Abstand x von der Elektrodenoberfla¨che beschreiben [29] (S. 110):
ni(x) = n
0
i exp [−
zie(ϕ(x− a)− ϕL)
kT
], (2.3)
wobei n0i die Ionendichte (Anzahl Ionen der Sorte i pro m
3) in großem Abstand von
der Elektrode, zie die Ladung des einzelnen Ions, ϕ(x) das Potenzial, in welchem
sich diese Ionen befinden, ϕL das Potenzial im Lo¨sungsinneren und kT die thermi-
sche Energie des Ions angibt. Der Exponent stellt das Verha¨ltnis aus elektrischer
Energie (zieϕ(x)) und thermischer Energie dar. Fu¨r die Verteilung der Ladungs-
dichte gilt:
ρ(x) =
∑
i
zieni(x). (2.4)
Durch Einsetzen von (2.4) und (2.3) in (2.1) erha¨lt man eine Differentialgleichung,
welche nur noch das Potenzial ϕ entha¨lt. Diese la¨sst sich analytisch durch Rei-
henentwicklung der Exponentialfunktion in ρ(x) (aus Gleichung 2.3) mit der Vor-
aussetzung zieϕ(x) (Coulomb-Energie) kT (thermische Energie) lo¨sen. Mit den
Randbedingungen ρ(x) = 0 fu¨r x < a, ϕ(x → ∞) = ϕL und ϕ(x = a) = ϕL + ζ
(siehe Abb. 2.4) erha¨lt man auf diesem Weg (ausfu¨hrliche Herleitung siehe z. B.
[29]) fu¨r den Potenzialverlauf in der diffusen Helmholtzschicht
ϕ(x) = ζ exp[−(x− a)/λD] + ϕL, x ≥ a. (2.5)
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Das Potenzial nimmt exponentiell mit dem Abstand ab. Die Gro¨ße
λD =
√
0rkT
2NAe2I
. (2.6)
wird als Debye-Abschirmla¨nge bezeichnet und beschreibt den Abstand, bei welchem
das Potenzial in der diffusen Doppelschicht auf (1/e)·ϕa¨.H. abgefallen ist, wobei NA
fu¨r die Avogadro-Konstante steht. λD kann als Dicke der diffusen Doppelschicht ge-
deutet werden [29]. In (2.6) ist die auf Debye und Hu¨ckel zuru¨ckgehende Ionensta¨rke
enthalten, welche als I= 1
2
∑
i z
2
i ci u¨ber die Ionenkonzentration ci=n
0
i ·10−3/NA (in
mol/L) definiert ist.
Fu¨r ρ(x) ergibt sich aus 2.1 durch Einsetzen in 2.5
ρ(x) =

−4pi · λ2D
ζ exp[−(x− a)/λD], x ≥ a. (2.7)
Die Ladungsdichte ρ(x) nimmt also, wie das Potenzial ϕ(x), mit zunehmendem Ab-
stand von der Elektrodenoberfla¨che fu¨r x ≥ a exponentiell ab. Das Anlegen eines
zusa¨tzlichen Potenzials an der Elektrode hat eine Verschiebung des Gleichgewichts-
zustandes zur Folge. Dieses fu¨hrt bei Potenzialerho¨hung zur Anlagerung weiterer
Ionen oder bei Umkehrung des Potenzials zu einem Ab- und Neuaufbau der Doppel-
schicht mit entgegengesetzt geladenen Ionen. Nach (2.6) nimmt die Ausdehnung der
diffusen Doppelschicht mit steigender Temperatur T zu, wa¨hrend eine Erho¨hung
der Ausgangskonzentration an Ionen in der Lo¨sung zu einer immer kompakteren
Schicht fu¨hrt.
Die Dicke der diffusen Doppelschicht soll exemplarisch fu¨r eine wa¨ssrige Lo¨sung
bei T=273,5K (r=81) abgescha¨tzt werden. Fu¨r eine Ionenkonzentration von
c0=1·10−1mol/L erha¨lt man einen Wert von λD< 1 nm. Bereits bei dieser Ionen-
konzentration liegt die Dicke der diffusen Doppelschicht in der Gro¨ßenordnung der
Dicke der starren Doppelschicht von einigen 0,1 nm [29]. Mit Verringerung der Kon-
zentration auf c0=1·10−4mol/L dehnt sich die Dicke auf λD> 30 nm aus. In dem
fu¨r die Versuche in Kap. 3.3 verwendeten Wasser ist c0≈ 3,5·10−6mol/L (siehe Ab-
schnitt 2.1.4, Gl. 2.13 mit σ=0,7µS/cm und Λ0≈ 200 Smol−1 cm2) 3, woraus sich
fu¨r die diffuse Doppelschicht eine Dicke von λD≈ 160 nm ergibt.
In einer vereinfachten Betrachtung kann das kapazitive Verhalten der Doppelschicht
3Da der Beitrag der einzelnen Ionensorten zur Leitfa¨higkeit nicht bekannt ist, wird bei dieser
groben Abscha¨tzung fu¨r Λ0 ein mittlerer Wert von 200 Smol−1 cm2 angenommen (siehe auch
Tab. 2.2).
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durch zwei in Serie geschaltete Plattenkondensatoren der Kapazita¨ten
CD, starr = 0W
A
a
und CD, diff = 0W
A
λD
(2.8)
angena¨hert beschrieben werden, wobei A die Plattenfla¨che des Kondensators an-
gibt, welche der Elektrodenoberfla¨che im realen System entspricht (siehe auch
Abb. 2.7).
Nicht beru¨cksichtigt wurde bisher, dass an der Elektrodenoberfla¨che außerdem
durch Van-der-Waals-Kra¨fte spezifisch adsorbierte Ionen vorliegen ko¨nnen. Diese
”
Kontaktadsorption“ beeinflusst durch zusa¨tzliche Ladungen in der starren Doppel-
schicht den Potenzialverlauf, im Speziellen das Potenzial an der a¨ußeren Helmholtz-
Fla¨che [139]. Bei den fu¨r die elektrisch induzierte Eiskeimbildung verwendeten ho-
hen Elektrodenpotenzialen wird der spezifischen Adsorption gegenu¨ber der hohen
Ladungsdichte in der Doppelschicht jedoch nur eine geringere Bedeutung zugespro-
chen.
In der Doppelschicht ko¨nnen zusa¨tzlich elektrochemische Reaktionen mit Beteili-
gung unterschiedlicher Lo¨sungsbestandteile stattfinden. Nach dem Transport der
Reaktionspartner zur Elektrode und deren Adsorption findet die eigentliche Durch-
trittsreaktion in Form eines Elektronentransfers aus dem Metall in ein nicht besetz-
tes Atom- oder Moleku¨lorbital des Redoxpartners in der Lo¨sung (Reduktion) statt
bzw. ein U¨bergang vom ho¨chsten besetzten Atom- oder Moleku¨lorbital des Redox-
partners zum Metall (Oxidation). Folgereaktionen an der Elektrodenoberfla¨che,
Desorptionsvorga¨nge und der Abtransport der Reaktionsprodukte in die Lo¨sung
schließen die Reaktion ab. Die starre Doppelschicht wird bei der Durchtrittsreak-
tion durch einen Tunnelprozess u¨berwunden. Entscheidend fu¨r die Art der Reak-
tion ist die Differenz zwischen der Elektronenaustrittsarbeit aus dem Metall ΦA
und der Elektronenaffinita¨t des Redoxpartners EA (ΦA − EA < 0: Reduktion,
ΦA − EA > 0: Oxidation). Durch Anlegen eines a¨ußeren Potenzials ϕ a¨ndert sich
die Fermienergie und damit die Austrittsarbeit der Elektronen: Φ′A=ΦA − eϕ. In
dem als Probe eingesetzten Wasser liegen u¨berwiegend H3O
+ als Kationen sowie
OH− und HCO−3 als Anionen vor
4. Entsprechend sind an dem standardma¨ßig ein-
gesetzten Elektrodenmaterial (Au) bei einem hohen Elektrodenpotenzial, wie es
wa¨hrend der Pulsapplikation vorliegt, folgende Reaktionen denkbar:
4Das Carbonat-Ion CO3−2 liegt bei einem pH-Wert von≈ 7 nur in vernachla¨ssigbarer Konzentration
vor.
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Kathodenreaktion:
H3O
+ + e− → Had +H2O
2Had → H2 ↑
Anodenreaktion:
2OH− → H2O + 2e− +Oad
2Oad → O2 ↑
Auf mo¨gliche weitere elektrolytische Reaktionen fu¨r einzelne Elektrodenmaterialien
wird in Kap. 5.2.5 eingegangen.
2.1.4 Ionenleitfähigkeit in wässrigen Lösungen
In den bisherigen Betrachtungen wurde die Verteilung der Ionen im Gleichgewichts-
zustand untersucht. Laufen an der Elektrode wie oben bereits angesprochen elek-
trochemische Reaktionen ab oder wird das Elektrodenpotenzial variiert, so kommt
es zu einer Vera¨nderung der Ladungsverteilung, welche mit dem Transport von
Ionen im Elektrolyten verbunden ist. Im Folgenden werden die grundlegenden Zu-
sammenha¨nge dargestellt.
Ein Ion der Ladung ze bewegt sich im elektrischen Feld E aufgrund der elektri-
schen Kraft FE= zeE. Der Beschleunigung der Ionen wirkt die Stokessche Rei-
bungskraft entgegen, welche zur Geschwindigkeit v des Ions proportional ist. Es
ergibt sich hieraus fu¨r die Endgeschwindigkeit im Einstein-Stokes Modell (Rei-
bungskraft FR=6piηVrI · v) aus dem Kra¨ftegleichgewicht FE=FR der Zusammen-
hang vmax = zeE/(6piηVrI), wobei ηV die Viskosita¨t des Lo¨sungsmittels ist und
rI der Radius des Ions mit seiner Solvathu¨lle
5. Der durch den Ladungstransport
bewirkte Stromfluss mit der Stromsta¨rke II=dQ/dt ist u¨ber den Leitwert L = 1/R
als reziproker Widerstand des Elektrolyten gema¨ß
II = LU (2.9)
von der u¨ber den Ionenleiter abfallenden Spannung U abha¨ngig. Der Leitwert selbst
ist abha¨ngig von der Ionensorte (u¨ber z,rI), der Ionenkonzentration c, der Viskosita¨t
ηV, der Temperatur, der Querschnittsfla¨che A, durch die der Strom fließt, sowie vom
5Der Reibungskoeffizient (hier als f=6piηVrI angenommen) kann zusa¨tzlich durch die dielektri-
sche Relaxation des Lo¨sungsmittels (”dielektrische Reibung“) entsprechend Zwanzig [157] oder
Hubbard-Onsager [39] beeinflusst werden.
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Abstand l der (plattenfo¨rmigen) Elektroden (wegen E=U/l). Der Stromfluss setzt
sich hierbei additiv aus dem Beitrag von Anionen und Kationen zusammen. In der
Praxis wird jedoch die standardisierte Gro¨ße
σ =
l
A
L (2.10)
verwendet, welche als Leitwert eines Wu¨rfels von 1 cm Kantenla¨nge definiert ist und
die Einheit Siemens (1 S=1/Ω) besitzt. Es ist ein linearer Zusammenhang zwischen
der Leitfa¨higkeit und der Ionenkonzentration zu erwarten. Tatsa¨chlich nimmt die
Erho¨hung von σ mit steigender Elektrolytkonzentration jedoch immer weiter ab.
Der Grund hierfu¨r ist die zunehmende Wechselwirkung entgegengesetzt geladener
Ionen, welche den Widerstand bei der Bewegung im elektrischen Feld erho¨hen (siehe
unten). Dieser Zusammenhang wird im empirisch gewonnen Gesetz von Kohlrausch
wiedergegeben6
Λeq = Λ0 −K
√
c, (2.11)
wobei Λeq die A¨quivalentleitfa¨higkeit, Λ0 der Wert der A¨quivalentleitfa¨higkeit bei
unendlicher Verdu¨nnung (Grenzleitfa¨higkeit), K eine Konstante und c die Ionen-
konzentration in mol/l ist. Fu¨r die A¨quivalentleitfa¨higkeit gilt
Λeq =
σ
nec
(2.12)
mit der A¨quivalentzahl ne
7. Die A¨quivalentleitfa¨higkeit Λeq setzt sich hierbei additiv
aus den Ionena¨quivalentleitfa¨higkeiten von Anion λ+ und Kation λ− zusammen8:
Λeq=λ
++λ−. Das Gleiche gilt fu¨r die Grenzleitfa¨higkeit: Λ0=λ+0 +λ
−
0 . Da sich Λ0
nicht experimentell bestimmen la¨sst (c=0!), wird dieser Wert aus Λeq fu¨r unter-
schiedliche Konzentrationen extrapoliert. In Tab. 2.1 sind Werte von Λeq fu¨r un-
terschiedliche Konzentrationen der Elektrolyte NaCl und KCl angegeben. Hieraus
kann der Wert der Konstanten K in (2.11) zu KNaCl≈ 86 S cm2 L1/2mol−3/2 und
KKCl≈ 92 S cm2 L1/2mol−3/2 bestimmt werden. Mit Hilfe von (2.11) und (2.12) la¨sst
sich so die Leitfa¨higkeit fu¨r eine bestimmte Elektrolytkonzentration berechnen und
6Die Gesetzma¨ßigkeit wurde von Kohlrausch fu¨r starke Elektrolyte aufgestellt. Bei schwachen
Elektrolyten beeinflusst die zunehmende Dissoziation des Elektrolyten bei Verringerung der Kon-
zentration zusa¨tzlich die A¨quivalentleitfa¨higkeit.
7Die A¨quivalentzahl gibt die Absolutzahl der positiven oder negativen Ladungen an, welche bei
der Dissoziation eines Moleku¨ls des Elektrolyten auftreten.
8Die Ionena¨quivalentleitfa¨higkeiten sind jedoch keine individuellen Gro¨ßen, da die Wechselwir-
kung zwischen Anionen und Kationen, welche zu einer Abnahme der Leitfa¨higkeit mit steigender
Konzentration fu¨hren, von der Art des jeweiligen Gegenions (Ladung, Gro¨ße) abha¨ngen.
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c [mol/L] Λeq [S·cm2/mol]
NaCl KCl
0 (→Λ0) 126,45 149,86
0,0005 124,50 147,81
0,001 123,74 146,95
0,005 120,65 143,35
Tab. 2.1: Werte der A¨qui-
valentleitfa¨higkeit Λeq fu¨r
wa¨ssrige NaCl- und KCl-
Lo¨sungen unterschiedlicher
Konzentrationen bei 25◦C
nach [29] (S. 22).
umgekehrt. Bei den extrem geringen Elektrolytkonzentrationen in den Probenlo¨sun-
gen dieser Arbeit kann in den meisten Fa¨llen na¨herungsweise der Zusammenhang
σ ≈ Λ0c = (λ+0 + λ−0 )c fu¨r c→ 0 (2.13)
mit ne=1 (fu¨r NaCl, KCl, H3O
+/OH−) angenommen werden. Werte der Ionen-
grenzleitfa¨higkeiten der fu¨r diese Arbeit interessanten Ionen sind in Tab. 2.2 ein-
getragen. Fu¨r das Na+- und das Cl−-Ion konnte mittels molekulardynamischer Si-
mulation gezeigt werden, dass λ0 auch bei Feldsta¨rken von bis zu 5·109V/m et-
wa konstant bleibt [110]. Die hohen Werte der Ionengrenzleitfa¨higkeiten fu¨r H+
und OH− resultieren aus der sogenannten Extraleitfa¨higkeit der Protonen. Diese
ko¨nnen durch einen Tunnelprozess von einem Moleku¨l H3O
+/H2O zum na¨chsten
H2O/OH
− u¨berspringen. An Stelle des gesamten Moleku¨ls wandert im elektrischen
Feld lediglich das Proton von Moleku¨l zu Moleku¨l, wodurch sich die Leitfa¨higkeit
erho¨ht [62]. Die Beweglichkeit uI eines Ions im elektrischen Feld ist u¨ber
uI = λ0/zF (2.14)
mit der Grenzleitfa¨higkeit λ0 verknu¨pft [29], wobei F die Faraday-Konstante ist.
Die Theorie von Debye-Hu¨ckel-Onsager behandelt die Konzentrationsabha¨ngigkeit
der Leitfa¨higkeit in einem Modell, welches neben der Stokesschen Reibungskraft
die Wechselwirkung der Ionen durch den Aufbau einer Ionenwolke entgengesetzter
Ladung um jedes Ion herum beru¨cksichtigt. Durch die im a¨ußeren elektrischen Feld
auf die Ionen wirkende Kraft wird das System gesto¨rt. Zentralion und Ionenwol-
ke werden in entgegengesetzte Richtung beschleunigt, wodurch eine Ru¨ckstellkraft
entsteht (elektrophoretischer Effekt). Bei der Wanderung der Ionen durch die Lo¨-
sung muss die Ionenwolke sta¨ndig neu aufgebaut werden. Dies erzeugt eine zusa¨tz-
liche Reibungskraft (Relaxationseffekte). Eine entscheidende Gro¨ße ist hierbei der
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Ion λ+0 /λ
−
0 [S·cm2/mol]
H+ 349,8
OH− 197
Na+ 50,11
K+ 73,5
Cl− 76,4
Tab. 2.2: Werte der Ionen-
grenzleitfa¨higkeit λ0 fu¨r
ausgewa¨hlte Ionen in wa¨ss-
riger Lo¨sung bei 25◦C nach
[29] (S. 29).
Radius der Ionenwolke, welcher ebenfalls durch (2.6) beschrieben wird9. In Wech-
selfeldern hoher Frequenz oder in sehr hohen elektrostatischen Feldern steigt die
Leitfa¨higkeit. In beiden Fa¨llen kann sich die Ionenwolke durch die schnelle Bewe-
gung der Ionen im Feld nicht mehr vollsta¨ndig oder aber gar nicht mehr aufbauen
[29]. Das Verhalten von Elektrolytlo¨sungen wird durch die Debye-Hu¨ckel-Onsager-
Theorie bis zu Konzentrationen von 0,01 mol/L exakt beschrieben (Details und
Rechnung siehe z. B. [29]). Fu¨r vollsta¨ndig dissoziierende (starke) Elektrolyte wie
NaCl und KCl oder sehr geringe Elektrolytkonzentrationen vereinfachen sich je-
doch die Zusammenha¨nge und man erha¨lt wiederum das Gesetz von Kohlrausch
(2.11). Es wird daher im Verlauf der Arbeit in der Regel mit (2.12) gearbeitet.
Aufgrund der Vera¨nderung der Za¨higkeit ηV des Lo¨sungsmittels zeigt die Leitfa¨hig-
keit eine Temperaturabha¨ngigkeit, von etwa +3% pro 1 ◦C Temperaturerho¨hung
[29]. Dies muss bei der Messung von σ beru¨cksichtigt werden. In starken elektri-
schen Feldern wird außerdem eine Erho¨hung der Leitfa¨higkeit aufgrund sta¨rkerer
Dissoziation beobachtet (2.Wien-Effekt).
2.1.5 Reaktionsbedingte Durchtrittsströme an der Elektrode
Zwischen Elektrode und Lo¨sung bildet sich mit Erreichen des Gleichgewichtszu-
standes ein Gleichgewichtspotenzial ϕ0 aus, welches durch die Nernst-Gleichung
fu¨r den jeweiligen Fall (Metallionenelektrode, Redoxelektrode) beschrieben wird
(siehe z. B. [29]). Im Gleichgewicht laufen Hin- und Ru¨ckreaktion an der Elektrode
mit derselben Rate ab:
9λD wurde im vorangehenden Abschnitt fu¨r die Abschirmung des elektrischen Feldes E=-∇ϕ ei-
ner ebenen Ladungsverteilung an der Elektrode angegeben. Die Abschirmla¨nge fu¨r den Fall einer
punktfo¨rmigen Ladung (Ion) erha¨lt man nach analoger Rechnung, wobei in Kugellkoordinaten ge-
arbeitet wird und das Problem aufgrund der Symmetrie auf eine r-Abha¨ngigkeit reduziert werden
kann. Die Gro¨ße r=λD wird in diesem Fall als Radius der Ionenwolke interpretiert.
16
2.1 Prozesse an der Elektrode
Sox + ne
− 
 Sred.
Hierbei bezeichnen Sox und Sred die oxidierte bzw. reduzierte Form einer Reak-
tionsspezies und n die Elektrodenreaktionswertigkeit10. Durch das Anlegen eines
Potenzials ϕ6=ϕ0 wird das Gleichgewicht gesto¨rt und eine der Reaktionen u¨ber-
wiegt. Es findet ein Stoffumsatz statt, welcher mit einem Stromfluss im a¨ußeren
Stromkreis verbunden ist. Der Zusammenhang zwischen der Stromdichte j und der
Durchtrittsu¨berspannung ηD=ϕ-ϕ0 kann u¨ber die Betrachtung der freien Enthal-
pien G der unterschiedlichen Zusta¨nde der Reaktion hergeleitet werden.
Mit der A¨nderung des Elektrodenpotenzials a¨ndert sich auch die elektrische Energie
der Elektronen in der Elektrode und der geladenen Teilchen in der Doppelschicht.
Da die chemische Reaktion u¨ber die Bildung eines Zwischenzustandes, dem akti-
vierten Komplex abla¨uft, ist die Differenz zwischen der freien Enthalpie des Aus-
gangszustand und der ho¨heren freien Enthalpie des aktivierten Komplexes fu¨r Hin-
und Ru¨ckreaktion als entscheidende Gro¨ße zu betrachten [29]. Sie wird freie Akti-
vierungsenthalpie ∆G 6= genannt und kann als zu u¨berwindende Energiebarriere der
Reaktion betrachtet werden. Die Vera¨nderung von ϕ beeinflusst ∆G 6=, sodass die
Reaktionsgeschwindigkeit fu¨r die jeweilige Reaktion erho¨ht oder reduziert wird. Fu¨r
die A¨nderung der freien Aktivierungsenthalpie gilt ∆G6=(ϕ1)-∆G 6=(ϕ2)=α·nF∆ϕ.
Hierbei ist ∆Eel=nF∆ϕ die A¨nderung der elektrischen Energie der Elektronen in
der Elektrode bei A¨nderung des Elektrodenpotenzials um ∆ϕ und αmit 0<α<1 der
sogenannte Durchtrittsfaktor. Diesem Ansatz folgend erha¨lt man die ha¨ufig zitierte
Butler-Volmer-Gleichung fu¨r die Abha¨ngigkeit der Gesamt-Durchtrittsstromdichte
jD von der U¨berspannung ηD
jD = j0
{
exp
[
αnF
RT
ηD
]
− exp
[
(1− α)nF
RT
ηD
]}
, (2.15)
wobei R die allgemeine Gaskonstante und j0 die sogenannte Austauschstromdichte
j0= |jD(ϕ0)| ist (siehe z. B. [29] S.153). Die beiden exponentiellen Terme repra¨-
sentieren hierbei Hin- und Ru¨ckreaktion. Fu¨r große U¨berspannungen ηD  RTnF ,
wie sie wa¨hrend der Pulsapplikation vorliegen, erha¨lt man aus (2.15) durch Ver-
nachla¨ssigung der jeweiligen Gegenreaktion fu¨r große kathodische Durchtritts-
10Die Elektrodenreaktionswertigkeit gibt an, wieviele Elektronen in einem Reaktionsschritt umge-
setzt werden.
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u¨berspannungen
jD = −j0 exp
[
(1− α)nF
RT
ηD
]
(2.16)
und fu¨r große anodische Durchtrittsu¨berspannungen
jD = −j0 exp
[
αnF
RT
ηD
]
. (2.17)
Die Stromdichte wa¨chst bei großen Werten also exponentiell mit ηD an. In halb-
logarithmischer Schreibweise sind diese Zusammenha¨nge als Tafelsche Gleichungen
bekannt. Der Durchtrittswiderstand der Reaktion ist durch RD=
dηD
djD
gegeben, was
der reziproken Steigung der Kurve jD(ηD) entspricht. RD sinkt dementsprechend
mit zunehmendem ηD.
Diffusionskontrollierte Prozesse
Die Gleichungen (2.15)-(2.17) gelten fu¨r den Fall, dass die Konzentration der Reak-
tanden an der Elektrodenoberfla¨che cs und die Konzentration im Elektrolytinneren
c0 sich nicht unterscheiden. Dies trifft fu¨r große U¨berspannungen jedoch nur im
Moment des Einschaltens des a¨ußeren Potentials zu11. Im zeitlichen Verlauf a¨ndert
sich die Situation bei hohem ηD und gleichzeitig geringem RD (siehe oben) und die
Konzentration cs kann im stationa¨ren Zustand auf sehr geringe Werte absinken.
Der Widerstand wird nun nicht mehr durch die Durchtrittsreaktion, sondern durch
die Diffusion bestimmt, entsprechend gilt ηD≈ 0 und die Gesamtu¨berspannung ent-
spricht etwa der Diffusionsu¨berspannung ηd. Im Grenzwert c
s→ 0 wird nach dem
1. Fickschen Gesetz eine Diffusionsgrenzstromdichte
jlim = nFD
c0
δN
(2.18)
erreicht, wobei D fu¨r den Diffusionskoeffizienten und δN fu¨r die ungefa¨hre Dicke der
Schicht steht, u¨ber die sich das Konzentrationsprofil erstreckt (Nernstsche Diffusi-
onsschicht)12. Der exponentielle Anstieg von jD aus (2.16) bzw. (2.17) bei durch-
trittsbestimmter Reaktion (η≈ ηD) geht dementsprechend fu¨r hohe U¨berspannun-
11Im stationa¨ren Zustand gilt cs ≈ c0 nur, wenn bei geringen U¨berspannungen der diffusive Trans-
port zur Oberfla¨che mit einer ho¨heren Rate stattfindet, als die Durchtrittsreaktion selbst.
12Nach dem 1. Fickschen Gesetzt J=−D dcdx , in dem J die pro Sekunde durch eine Kontrollfla¨che
von 1 cm2 transportierte Stoffmenge angibt, gilt mit j=nFJ fu¨r die elektrochemische Stromdichte
j=nFD
(
∂c
∂x
)
x=0
= nFD c
0−cs
δN
.
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
j
jlim
Abb. 2.5:
Experimentelle Strom-
Spannungs-Kurve bei
U¨berlagerung von
Durchtritts- und Diffu-
sionshemmung. Daten
aus [29]
gen und diffusionsbestimmte Reaktion (η≈ ηd) in den konstanten Wert jlim u¨ber
(siehe Abb. 2.5). Entsprechend (2.18) steigt der Grenzstrom mit steigender Kon-
zentration c0 der Lo¨sung und sinkender Diffusionsschichtdicke an. Bei den geringen
Lo¨sungskonzentrationen, welche in den experimentellen Untersuchungen dieser Ar-
beit Anwendung finden, wird sich folglich ein niedriger Grenzstrom einstellen.
2.1.6 Dynamik der Doppelschichtaufladung und das
Ersatzschaltbild
Im vorangehenden Abschnitt wurde die Situation fu¨r durchtritts- und diffusionsbe-
stimmte Reaktion getrennt diskutiert. Von besonderem Interesse fu¨r diese Arbeit
ist jedoch die Entwicklung des Systems nach plo¨tzlichem Anlegen eines Potenzi-
als (Spannungspuls). Zur Beschreibung der Vorga¨nge werden die Butler-Volmer-
Gleichung (2.15) unter Einbeziehung der Konzentrationen cs und c0 |13 in der Form
jD = j0
{
csred
c0red
exp
[
αnF
RT
η
]
− c
s
ox
c0ox
exp
[
(1− α)nF
RT
η
]}
. (2.19)
sowie die Diffusionsgleichungen
∂cox
∂t
= Dox
∂c2ox
∂x2
;
∂cred
∂t
= Dred
∂c2red
∂x2
(2.20)
angewendet. Als Ergebnis der Rechnung, welche z. B. in [29] (skizziert) oder [132]
(ausfu¨hrlich) zu finden ist, erha¨lt man nach [29] den vereinfachten Zusammenhang
j(η, t) = f(η) · g(t, η). (2.21)
13Bei anodischem Potenzial und der an der Oberfla¨che ablaufenden Oxidationsreaktion sind die
Konzentrationen csred bzw. c
0
red der reduzierten Form der Reaktionsspezies Sred relevant und bei
kathodischem Potenzial und Reduktionsreaktion die Konzentrationen csox bzw. c
0
ox der oxidierten
Form Sox.
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Abb. 2.6: Wachstum
der Diffusionsschicht
und zeitliche Abha¨n-
gigkeit der Stromdichte
bei plo¨tzlichem Anlegen
eines Potenzials (aus
[29]).
Es la¨sst sich zeigen, dass g(t, η) fu¨r t→ 0 zu eins wird und j=f(η)=jD ist. Im
Moment des Potenzialsprungs liegt folglich der reine Durchtrittsstrom vor. Fu¨r
große Zeiten kann g(t, η) durch 1/(λ
√
pit) angena¨hert werden. Die Stromdichte fa¨llt
in diesem Fall, immer weiter begrenzt durch den Stofftransport, proportional zu
1/
√
t ab. Die Diffusionsschicht reicht gleichzeitig mit steigendem t immer weiter
ins Lo¨sungsinnere hinein (siehe Abb. 2.6).
Elektrisches Ersatzschaltbild
Zur Beschreibung des Nicht-Gleichgewichtsverhaltens (Wechselstrom, Span-
nungspuls) einer Elektrode im Elektrolyten (elektrochemische Halbzelle) wird ha¨u-
fig ein elektrisches Ersatzschaltbild herangezogen [29] (S. 279). Anhand eines Schalt-
kreises aus Widersta¨nden und Kapazita¨ten werden die Verha¨ltnisse an der Elek-
trodenoberfla¨che nachgebildet. Aus der Butler-Volmer-Gleichung soll hierzu der
Gesamtwiderstand Zges abgeleitet und anschließend durch einfache konzentrierte
Bauteile repa¨sentiert werden14. Zur Vereinfachung wird zuna¨chst der Fall kleiner
14Es handelt sich hierbei um den Betrag der komplexen Impedanz Z, also um den frequenzabha¨n-
gigen Scheinwiderstand des Systems.
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U¨berspannungen angenommen und das Ergebnis spa¨ter verallgemeinert. Aus (2.19)
erha¨lt man mit η  RT/nF nach [29] den Zusammenhang
Zges =
dη
dj
=
RT
nFj0
+
RT
nF
(l +m) (2.22)
mit den Proportionalita¨tsfaktoren l und m. Diese sind u¨ber jl=∆cred(x, t)/c
0
red
und jm=∆cox(x, t)/c
0
ox zu bestimmen. Die rechten Seiten der beiden Gleichungen
geben die Konzentrationserniedrigung cred/ ox(x, t)− c0 an der Position x vor der
Grenzfla¨che und zur Zeit t im Verha¨ltnis zur Ausgangskonzentration c0 an.
Die (2.22) zugrundeliegende Gleichung (2.19) wurde fu¨r die Situation an der Elek-
trodenoberfla¨che entwickelt, in der sich j und csred/ox phasengleich vera¨ndern. Inner-
halb der Diffusionsschicht kommt es jedoch aufgrund der Tra¨gheit der Ionenbewe-
gung zu einer Phasenverschiebung zwischen Strom- und Konzentrationsa¨nderung.
Bei Anlegen einer Wechselspannung an die Elektrode(n) muss der zweite Summand
in (2.22) daher als komplexer Widerstand betrachtet werden, d.h. l und m bzw.
∆cred und ∆cox als komplexe Gro¨ßen
15. Dieser komplexe Widerstand zwischen Dop-
pelschicht und Elektrolytinnerem wird als Warburg-Impedanz ZW bezeichnet. ZW
kann als eine Serienschaltung aus dem frequenzabha¨ngigen ohmschen Widerstand
Rk(ω) und der Kapazita¨t Ck mit dem kapazitiven Widerstand RC(ω)=1/(iωCk)
gesehen werden. Der erste Summand in (2.22) stellt allgemein den Durchtritts-
widerstand RD dar. Fu¨r den Gesamtwiderstand ergibt sich hiermit in komplexer
Schreibweise
Zges = RD + ZW = RD +RK(ω) +
1
iωCK(ω)
. (2.23)
Die einzelnen Gro¨ßen sind hierbei fu¨r das jeweilige System zu bestimmen. Ganz
allgemein gilt jedoch, dass RD ein rein ohmscher Widerstand ist und die frequenz-
abha¨ngigen Gro¨ßen RK(ω) und CK(ω) fu¨r ω→∞ verschwinden16.
Die elektrochemische Halbzelle la¨sst sich folglich unter Einbeziehung der Doppel-
schichtkapazita¨ten (siehe Kap. 2.8) durch das in Abb. 2.7 a gezeigte Ersatzschaltbild
darstellen17. In Bezug auf die experimentellen Bedingungen ist die Entwicklung
des Systems nach dem plo¨tzlichen Anlegen eines Elektrodenpotenzials von
15Es la¨sst sich nach [29] zeigen, dass ∆cred/ ox(x, t) einer ins Elektrolytinnere hineinlaufenden,
ebenen Welle entspricht. Die Phasenverschiebung zwischen Konzentrationsa¨nderung und Strom
nimmt mit zunehmendem Abstand von der Elektrodenoberfla¨che zu (∆c eilt j nach). An der
Elektrode selbst ist sie gleich null.
16Fu¨r ω→∞ wird damit die Diffusionsu¨berspannung ηd gleich null.
17Mit Hilfe einer solchen Ersatzschaltung kann beispielsweise die Elektrodenimpedanz ZEl leicht
berechnet werden [5; 123; 90]. Das frequenzabha¨ngige Verhalten der Elektrode wird ha¨ufig in
einem Nyquist-Diagramm durch Auftragen des Imagina¨rteiles u¨ber dem Realteil von Z dargestellt.
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CD,s CD,d
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Doppel-
schicht
Diffusionsschicht ElektrolytinneresElektrode
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Abb. 2.7: Ersatzschaltbild fu¨r das System Elektrode/Elektrolyt nach Randles [104]:
a Widerstand der Durchtrittsreaktion RD, Kapazita¨ten CD, s und CD, d von
starrer und diffuser Doppelschicht, Warburgimpedanz ZW fu¨r den Ionenstrom
zwischen Doppelschicht und Elektrolyt bestehend aus ohmschen Widerstand
RK und Kapazita¨t CK sowie dem Widerstand RE des Elektrolyten; b Bei einer
ideal polarisierbaren Elektrode geht RD →∞ und ein Ladungsdurchtritt u¨ber
die Grenzfla¨che Elektrode/Elektrolyt findet nicht statt.
Interesse (Potentiostatischer Impuls). Die Abscha¨tzung von Auspra¨gung und
zeitlichem Verhalten der hierauf folgenden Doppelschichtaufladung wird durch
die U¨bertragung der experimentellen Bedingungen auf das Ersatzschaltbild
erleichtert. Abbildung 2.7 b zeigt das Ersatzschaltbild einer ideal polarisierba-
ren Elektrode, bei der die Durchtrittsreaktion komplett ausbleibt (RD → ∞).
Es fließt kein Faradayscher Strom u¨ber die Grenzfla¨che Elektrode/Elektrolyt.
Die Zeitskala der Auf- oder Umladung der Doppelschicht wird in diesem Fall
durch die Zeitkonstante τc = RE·CD mit 1/CD=1/(CD, starr+CD, diff) charakterisiert.
2.1.7 Nichtlineare Dynamik für ideal polarisierbare
Elektroden
Die vereinfachende Darstellung des Systems in einem Ersatzschaltbild beschreibt
das Verhalten der elektrochemischen Zelle in vielen Fa¨llen mit ausreichender Ge-
nauigkeit. Speziell bei sehr hohen U¨berspannungen wird das Verhalten jedoch
nichtlinear und die Beschreibung des Systems u¨ber einfache Bauteile mit linea-
rem Verhalten zunehmend ungenau. Ein alternativer theoretischer Ansatz verfolgt
die Lo¨sung der zeitabha¨ngigen Nernst-Planck-Gleichung unter Beru¨cksichtigung
der Poisson-Gleichung [siehe (2.1)], um den Ionentransport und die Dynamik der
Doppelschichtaufladung zu beschreiben [6]. Die Nernst-Planck-Gleichung gibt in
der Form
∂c
∂t
= − ∂
∂x
(
−Di∂ci
∂x
∓ µI,izieci∂ϕ
∂x
)
(2.24)
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Abb. 2.8: Aufladung der Doppelschicht durch Ionentransport: a-b Schematische Darstel-
lung des Transports hydratisierter Kationen (weiss) und Anionen (schwarz)
im elektrischen Feld E zwischen Kathode (li.) und Anode (re.); c-e Stark
nichtlineare Dynamik des Ionentransports in der elektrolytischen Zelle nach
[6] (siehe Text). Dargestellt sind die dimensionslosen Gro¨ßen c? = (c1 +
c2)/2c0, ρ? = (c1 − c2)/2c0 und ϕ? = zeϕ/kT fu¨r unterschiedliche Zeiten
t? = t/τc=0,5 (Linie), 1 (Punkte), 2 (Striche), 4 (Punkt-Strich) und 20 (lange
Striche) bei Anlegen eines Stufenpotenzials der Spannung V=4kT/ze mit
L=20 · λD und λS = 0, 1 · λD. Details siehe [6].
die Ionenkonzentration c(x, t) fu¨r Anionen und Kationen in Abha¨ngigkeit von Ort
und Zeit an, wobei Di der Diffusionskoeffizient, µI,i die Ionenbeweglichkeit und zi
die Ladungszahl des Ions der Sorte i ist. Abbildung 2.8 zeigt die Dynamik der
Doppelschichtaufladung nach Bazant [6] fu¨r einen bina¨ren Elektrolyten [i=1,2 mit
i=1:Anion, i=2:Kation; z1=z2=z] der Ausgangskonzentration c0 zwischen zwei
ideal polarisierbaren Plattenelektroden im Abstand 2L. Ladungsverteilung und
Potenzialverlauf im Elektrolyten wurden unter Verwendung der Finite-Differenz-
Methode (FDM) fu¨r das plo¨tzliche Einschalten eines hohen Potenzials bei t=0
(Stufenpotenzial) bestimmt [6]. Die Dynamik des Aufladungsprozesses bei kleinem
a¨ußeren Potenzial und im Grenzwert einer du¨nnen Doppelschicht λD  L zeigt
eine gute U¨bereinstimmung mit dem Verhalten des Ersatzschaltbild-Modells aus
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Abb. 2.9: a Qualitative Darstellung des Potenzialverlaufs in der Doppelschicht mit Da-
tenpunkten aus Abb. 2.8 e bzw. [6] und exponentiellem Kurvenfit fu¨r Zeiten
t?= t/τc=0,5 (, volle Linie), 1 (◦, Punkte), 2 (M, Striche), 4 (O, Punkt-Strich)
und 20 (♦, lange Striche). b Ableitung des elektrischen Feldes E aus dem ex-
ponentiellen Fit in a fu¨r entsprechende t?.
Abb. 2.7 b. Bei großen a¨ußeren Potenzialen verlangsamt sich die Doppelschichtauf-
ladung (τ > τc = λDL/D) jedoch durch immer sta¨rker ins Gewicht fallende nicht-
lineare Anteile des Modells18. Wie in Abb. 2.8 c zu erkennen ist, wird die Ionen-
konzentration in diesem Fall bis ins Elektrolytinnere hinein vera¨ndert: sie fa¨llt im
Inneren des Elektrolyten mit steigender Konzentration in der Doppelschicht immer
weiter ab. Bei noch ho¨heren Potenzialen wird nach [6] erwartet, dass der gro¨ßte
Teil der Ionen in die Doppelschicht transportiert und das Elektrolytinnere qua-
si
”
entleert“ wird19. Die Neutralita¨t des Elektrolytinneren bleibt jedoch auch im
nichtlinearen Regime erhalten (Abb. 2.8 d). Aus Abb. 2.8 e ist weiterhin ersichtlich,
dass der Gradient des Potenzials im Elektrolytinneren mit fortschreitender Doppel-
schichtaufladung immer weiter ab- und im Bereich der Doppelschicht zunimmt. Das
elektrische Feld (E=−gradϕ) erho¨ht sich dementsprechend in der Doppelschicht,
wa¨hrend die an den Elektroden angesammelte hohe Ladungsdichte das Feld im
Elektrolytinneren abschirmt. Dies fu¨hrt letztendlich (t?=20) zu einem quasi feld-
freien Raum zwischen den Elektroden.
Der Einfluss der Ionendiffusion auf E in der Doppelschicht ist, basierend auf den
Ergebnissen aus [6], in Abb. 2.9 dargestellt. Im Bezug auf die elektrisch induzierte
Eiskeimbildung ist die deutliche Erho¨hung der Feldsta¨rke im Bereich der Elek-
trodenoberfla¨che bei einer Dauer der Feldapplikation in der Gro¨ßenordnung τc zu
beru¨cksichtigen.
18Der Zusammenhang τc = λDL/D la¨sst sich nach [6] aus τc = RE · CD herleiten und zeigt einen
engeren Bezug zur mikroskopischen Betrachtungsweise des Nernst-Planck-Poisson-Modells.
19Konzentrationsvera¨nderungen im Elektrolytinneren ko¨nnen mit dem Ersatzschaltkreismodell
nicht erfasst werden.
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2.2 Eiskeimbildung und Kristallwachstum
Den Ausgangspunkt fu¨r das in dieser Arbeit entwickelte Erkla¨rungsmodell zur
elektrisch induzierten Eiskeimbildung stellt die klassische Keimbildungstheorie dar.
Hierzu werden in diesem Kapitel die wichtigsten thermodynamischen Zusammen-
ha¨nge und die sich hieraus ergebende Energetik der Eiskeimbildung beschrieben.
Außerdem wird auf das Kristallwachstum und den Einfluss von Lo¨sungsadditi-
ven auf die resultierende Kristallmorphologie eingegangen. Diese ist insbesondere
in Bezug auf die praktische Anwendung der elektrisch induzierten Eiskeimbildung
(Kap. 6 und 7) von Bedeutung.
2.2.1 Energetik der Eiskeimbildung
Unterschreitet die Temperatur einer wa¨ssrigen Lo¨sung die zugeho¨rige Schmelztem-
peratur Ts, so ist der kristalline Zustand energetisch gu¨nstiger als der flu¨ssige. Das
hierfu¨r relevante thermodynamische Potenzial ist die freie Enthalpie G. Sind Tem-
peratur und Druck vorgegeben, so ist derjenige Zustand des Systems stabil, dem
der kleinste Wert von G zuzuordnen ist. Abbildung 2.10 veranschaulicht diesen Zu-
sammenhang: Oberhalb von Ts ist die freie Enthalpie der flu¨ssigen Phase niedriger
als die der kristallinen Phase, unterhalb von Ts verha¨lt es sich umgekehrt. Tatsa¨ch-
lich kann das System aber auch bei T <Ts im flu¨ssigen, sogenannten unterku¨hlten,
Zustand verbleiben. Fu¨r den Phasenwechsel ist die Bildung eines Eiskeims Voraus-
T
T
G
flüssig
kristallin
s
G
Abb. 2.10: Qualitative Darstellung der freien Enthalpie G fu¨r den flu¨ssigen und
kristallinen Zustand einer wa¨ssrigen Lo¨sung im Bereich der Schmelztempera-
tur Ts.
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Abb. 2.11: Skizze zur Herleitung der freien Enthalpie fu¨r das System ohne (li.) und mit
Eiscluster (re.) auf der Substratoberfla¨che (siehe Text).
setzung. Dies geschieht durch die Zusammenlagerung einer genu¨gend großen Zahl
an Wassermoleku¨len im Kristallverband und ist ein stochastischer Prozess. Wie
spa¨ter gezeigt werden wird, ist die Keimbildungsrate bei geringer Unterku¨hlung
und entsprechend kleinem ∆G sehr niedrig. In diesem Fall ist der Phasenu¨ber-
gang kinetisch gehemmt und das System verbleibt bis zur Bildung eines Eiskeims
im energetisch ungu¨nstigeren flu¨ssigen Zustand. Im Fall der elektrisch induzierten
Eiskeimbildung findet die Keimbildung an der Oberfla¨che einer Elektrode (Substra-
toberfla¨che) statt. Diese sogenannte heterogene Keimbildung an Grenzfla¨chen etwa
zu einem Probengefa¨ß, zu Fremdpartikeln oder -moleku¨len ist der in der Praxis
dominierende Prozess. Bei gleicher Temperatur sind ihr aufgrund der gu¨nstigeren
energetischen Verha¨ltnisse deutlich ho¨here Keimbildungsraten zuzuordnen als der
homogenen Keimbildung aus der Lo¨sung. Im Folgenden wird die heterogene Keim-
bildung im thermodynamischen Bild, zuna¨chst ohne Anwesenheit eines elektrischen
Feldes, betrachtet.
Die Energie W (n) zur Bildung eines aus n Moleku¨len bestehenden Eiscluster ist
gegeben durch die Differenz zwischen der freien Enthalpie des Zustands nach Clus-
terbildung [G2(n)] und der des Ausgangszustands (G1) [48]:
W (n) = G2(n)−G1 (2.25)
Die freie Enthalpie G1 des Ausgangszustands also des Systems Wasser/Substrat
(Abb. 2.11, li.) ist
G1 =MµW +GS + φS,0, (2.26)
wobei M die Anzahl der Wassermoleku¨le im betrachteten System, µW deren che-
misches Potenzial, GS die freie Enthalpie des Substrats und φS,0 die Oberfla¨chen-
energie der Substrat/Wasser-Grenzfla¨che bezeichnet. Nach Bildung eines Eisclus-
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ters auf der Substratoberfla¨che ist die freie Enthalpie G2(n) des Systems Was-
ser/Eiscluster/Substrat (Abb. 2.11, re.) gegeben durch
G2(n) = (M − n)µW + nµE +Gex(n) +GS + φS(n) (2.27)
mit dem chemischen Potenzial µE der n Wassermoleku¨le im Eiscluster, der U¨ber-
schussenergie (
”
excess energy“) Gex(n) bei Clusterbildung und der Oberfla¨chenener-
gie φS(n) der Substrat/Wasser-Grenzfla¨che im System mit Eiscluster. Fu¨r W (n)
ergibt sich hieraus nach (2.25)
W (n) = G2(n)−G1 = −n∆µ+Gex(n) + φS(n)− φS,0 (2.28)
mit der als U¨bersa¨ttigung bekannten Gro¨ße ∆µ≡µW − µE. Fasst man Gex(n) mit
den Oberfla¨chenenergien zur effektiven U¨berschussenergie
Φ(n) = Gex(n) + φS(n)− φS,0 (2.29)
zusammen, so ergibt sich fu¨r W (n) der allgemeine Ausdruck
W (n) = −n∆µ+ Φ(n). (2.30)
Keimbildung für hexagonales Eis
Zur Berechnung der Oberfla¨chenenergie muss die Form des Eisclusters bekannt
sein. Die einzige bei Normaldruck und Temperaturen oberhalb etwa -200 ◦C stabi-
le Form des Eises stellt die hexagonale Kristallstruktur Ih dar (siehe Abb.A.1). Fu¨r
die Geometrie des Eisclusters, wird daher ein hexagonales Prisma der Ho¨he H und
dem inneren Radius r auf einem ebenen Substrat angenommen (siehe Abb. 2.12).
Die Zusammenha¨nge werden in diesem Abschnitt zur Vereinfachung zuna¨chst in
Abha¨ngigkeit von H und r anstelle der Teilchenzahl n entwickelt.
Der aus n Wassermoleku¨len bestehende Cluster besitzt eine Oberfla¨che von
AC=2 · pir2ζ + 2pirζH und nimmt das Volumen VC=pir2ζH ein. Hierbei wird der
geometrische Faktor
ζ =
A7
A# =
6
pi
tan(
pi
6
) ≈ 1, 1 (2.31)
zur Berechnung von Volumen und Oberfla¨che des hexagonalen Prismas aus der
einfacheren zylinderfo¨rmigen Geometrie eingesetzt. Fu¨r die Oberfla¨chenenergie φ(r)
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Abb. 2.12: Skizze zur Bestimmung der Energetik bei der Bildung eines hexagonalen Eis-
keims auf einer Substratoberfla¨che (Details siehe Text).
des Eisclusters ergibt sich so
φ(r,H) = pir2ζσES + (pir
2ζ + 2pirζH)σWE, (2.32)
mit den Grenzfla¨chenenergien σMedium1Medium2 zwischen den Medien Wasser (W),
Eis (E) und Substrat (S). Im Falle der Eisclusterbildung entspricht die U¨berschuss-
energie der Gesamtoberfla¨chenenergie des Clusters, da das Clustervolumen vom
Druck nahezu unabha¨ngig ist (Eiscluster wird als inkompressibel angenommen):
Gex(r,H) = φ(r,H). (2.33)
Fu¨r die Oberfla¨chenenergie des Substrats (Fla¨che AS) vor Clusterbildung gilt
φS,0 = σWSAS. (2.34)
Nach Clusterbildung reduziert sich die Grenzfla¨che zwischen Substrat und flu¨ssi-
ger Phase um die Kontaktfla¨che zwischen Cluster und Substrat A◦C,r=pir
2ζ. Die
Oberfla¨chenenergie ist in diesem Fall
φS(r) = σWS(AS − A◦C,r) = σWS(AS − pir2ζ). (2.35)
Mit (2.33), (2.34) und (2.35) ergibt sich fu¨r die effektive U¨berschussenergie entspre-
chend (2.29)
Φ(r,H) = pir2ζ(σES − σWS) + (pir2ζ + 2pirζH)σWE. (2.36)
Das aus nMoleku¨len bestehende hexagonale Eiscluster-Prisma besitzt das Volumen
VC=n · v0=pir2ζH, wobei v0 das molekulare Volumen eines H2O-Moleku¨ls im Eis
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angibt. Der in (2.30) enthaltene Ausdruck n∆µ kann folglich mit
n = pir2ζH
1
v0
(2.37)
in Abha¨ngigkeit von r und H angegeben werden:
n∆µ = pir2ζH∆µ
1
v0
. (2.38)
Fu¨r die Energie der Eisclusterbildung folgt somit aus (2.30) mit (2.36) und (2.38)
W (r,H) = −pir2ζH∆µ 1
v0
+ pir2ζ(σWE + σES − σWS) + 2pirζHσWE (2.39)
In diesem Ausdruck liefert der erste Summand einen Beitrag ∝ r2H, welcher fu¨r
∆µ > 0 (dies ist bei Wasser unter Normaldruck fu¨r T < 0◦C der Fall) die Energie-
absenkung durch den Phasenu¨bergang flu¨ssig→ kristallin beschreibt. Die beiden
folgenden Summanden ∝ r2 bzw. ∝ rH stellen den Energieaufwand zur Bildung
der Grenzfla¨che zwischen dem Eiscluster und der Umgebung (Wasser) dar. Ent-
sprechend existiert ein Maximum von W (r,H), welches durch
∂W (r,H)
∂H
= 0 und
∂W (r,H)
∂r
= 0 (2.40)
gekennzeichnet ist. Hieraus erha¨lt man
r? =
2σWE
∆µ
· v0 (2.41)
bzw.
H? = r? · γ (2.42)
mit dem Koeffizienten
γ =
σWE + σES − σWS
σWE
(2.43)
Das Maximum von W (r,H) wird durch den kritischen Radius r? in (2.41) be-
schrieben. γ gibt nach (2.42) das Verha¨ltnis zwischen r? und H? in diesem Gleich-
gewichtszustand an.
Unter der vereinfachenden Annahme, dass γ konstant, also unabha¨ngig von der
Clustergro¨ße ist, kann die in (2.37) beschriebene Moleku¨lzahl im Cluster mitH= r·γ
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Abb. 2.13: ClusterbildungsenergieW in Abha¨ngigkeit der Moleku¨lzahl n im Cluster. Zur
Bildung eines Eiskeims muss die Energiebarriere W ? u¨berwunden werden.
allein in Abha¨ngigkeit vom Clusterradius angegeben werden:
n =
pir3γζ
v0
(2.44)
Die Keimbildungsenergie W (r,H) aus (2.39) la¨sst sich mit Hilfe von (2.43), (2.44)
und unter Beru¨cksichtigung von (2.30) in Abha¨ngigkeit von n schreiben als
W (n) = −n∆µ+ Φ(n) = −n∆µ+ n2/3 (3σWE) (piζγ)1/3 v2/30 . (2.45)
Die kritische Keimgro¨ße in Form der Moleku¨lzahl im Cluster ist nach (2.41) und
(2.44)
n? =
8piζγv20σ
3
WE
∆µ3
(2.46)
Der Verlauf von W (n) ist in Abb. 2.13 dargestellt. Eiscluster, welche aus n<n?
Moleku¨len bestehen sind instabil, da ihr Wachstum mit einer Erho¨hung der freien
Energie verbunden ist (∂W/∂n> 0). Nur fu¨r n≥n? wa¨chst der Keim durch An-
lagerung weiterer Moleku¨le unter Verringerung der Gesamtenergie (∂W/∂n< 0).
Ein Eiscluster der u¨berkritischen Gro¨ße n≥n? wird im Folgenden als Eiskeim be-
zeichnet. Die Keimbildungsenergie W ? la¨sst sich durch Einsetzen von 2.46 in 2.45
bestimmen zu
W ? ≡ W (n?) = 4piζγv
2
0σ
3
WE
∆µ2
. (2.47)
Sie stellt die Ho¨he der zu u¨berwindenden Energiebarriere dar, welche durch die
bei Clusterbildung aufzubringende Oberfla¨chenenergie verursacht wird (Abb. 2.13).
Dementsprechend große Bedeutung haben die Gro¨ßen n? undW ? bei der in Kap. 4.2
beschriebenen Herleitung der Keimbildungsrate.
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2.2.2 Kristallwachstum
Nach Bildung des Eiskeims wa¨chst der Kristall durch Anlagerung weiterer Was-
sermoleku¨le. Abha¨ngig von der Unterku¨hlung und folglich der U¨bersa¨ttigung des
Wassers bei Keimbildung, ko¨nnen sich unterschiedliche Strukturen des hexagona-
len Eiskristalls ausbilden. Es werden plattenfo¨rmige Kristalle, flache sternfo¨rmige
Kristalle, einfache und komplexere Doppelpyramiden und weitere Geometrien be-
obachtet [34]. Die flache Geometrie der Strukturen ist auf eine Anisotropie der
Wachstumsgeschwindigkeit zwischen der Richtung der Symmetrieachse (c-Achse,
siehe Abb. 2.14 a) und senkrecht dazu zuru¨ckzufu¨hren. Der Grund hierfu¨r sind un-
terschiedliche energetische Verha¨ltnisse bei der Anlagerung von Wassermoleku¨len
an die jeweilige Oberfla¨che.
Innerhalb des Kristalls besitzt jedes Moleku¨l vier H-Bindungen zu den na¨chsten
Nachbarn (siehe Abb. 2.1). Ein an der Oberfla¨che angelagertes Moleku¨l besitzt
im Gegensatz hierzu zuna¨chst zur darunterliegenden Kristalllage nur eine einzige
Bindung. Die Moleku¨lanordnungen auf der Basisfla¨che, der Prismenfla¨che und der
(112¯0)-Ebene sind in Abb. 2.14 b dargestellt. Die (112¯0)-Ebene steht repra¨sentativ
fu¨r die sechs a-Ebenen mit Fla¨chennormalen in Richtung der a-Achsen. Es kann
nach Jackson et al. [44] davon ausgegangen werden, dass eine energetisch stabile
Konfiguration erst entsteht, wenn jedes Moleku¨l mindestens zwei H-Bindungen mit
anderen Moleku¨len aufweist.
Abb. 2.15 zeigt, dass die stabile Konfiguration auf der Basisfla¨che durch drei ange-
lagerte Moleku¨le auf der Oberfla¨che und ein zusa¨tzliches Moleku¨l der nachfolgenden
Kristalllage hergestellt wird, wobei letzteres eine H-Bindung mit jedem der drei dar-
unterliegenden Moleku¨le ausbildet (Abb. 2.15 a rechts). Im Falle der Prismafla¨che
und der (112¯0)-Ebene kann die stabile Konfiguration bereits durch zwei an benach-
barten Gitterpla¨tzen angelagerte Moleku¨le erreicht werden (Abb. 2.15 b, c links).
Moleku¨le ko¨nnen dementsprechend leichter an Prismafla¨che und (112¯0)-Ebene an-
gelagert werden, als auf der Basisfla¨che. Dies erkla¨rt die um einen Faktor von
102-103 ho¨here Wachstumsgeschwindigkeit senkrecht zur c-Achse [34] und das Ent-
stehen von flachen Eiskristallen, welche idealerweise rotationssymmetrisch sind
(D6h-Gittersymmetrie nach Scho¨nflies-Notation).
Wa¨hrend auf der Prismafla¨che zwei stabile Konfigurationen nur durch die Anlage-
rung eines weiteren Moleku¨ls verbunden werden (Abb. 2.15 b rechts), kann sich auf
der (112¯0)-Ebene eine H-Bru¨ckenbindung zwischen den zwei stabilen Konfigura-
tionen selbst ausbilden (Abb. 2.15 c rechts). Das Kristallwachstum findet dement-
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Abb. 2.14: Schematische Zeichnung a eines Eiskristalls (hexagonales Prisma) und b der
Moleku¨lanordnung auf den unterschiedlichen Wachstumsebenen. Eingezeich-
net sind in b die Positionen der Sauerstoffatome. Blass eingefa¨rbte Atome
sind gegenu¨ber der obersten Atomlage in die Zeichenebene hinein versetzt.
Wasserstoffbru¨ckenbindungen sind als graue Verbindungen ohne Beru¨cksich-
tigung der Bindungsorientierung angedeutet.
sprechend bevorzugt in Richtung (112¯0) und allgemein in Richtung der a-Achsen
statt. Dies ist beispielsweise in Abb. 3.21 zu erkennen. Eine alternative Erkla¨rung
anhand der unterschiedlichen Orientierung offener Bindungen (
”
dangling bonds“)
an den Ebenen ist z. B. in [87] zu finden.
2.2.3 Destabilisierung der Eisfront durch Latentwärme und
Lösungsadditive
Mit dem Einbau von Moleku¨len in den Kristallverband ist eine Erho¨hung der Tem-
peratur verbunden. Dies wird allgemein durch das Freiwerden von Kristallisations-
wa¨rme (Latentwa¨rme) bei der Ausbildung von H-Bru¨ckenbindungen beschrieben.
Aus der Sichtweise einer kinetischen Theorie kann dies folgendermaßen verstanden
werden: Von den Wassermoleku¨len der Lo¨sung, deren Geschwindigkeiten entspre-
chend einer Maxwell-Verteilung streuen, lagern sich bevorzugt Moleku¨le mit einer
niedrigen Geschwindigkeit an. Die mittlere Geschwindigkeit der restlichen Moleku¨-
le, mit anderen Worten die lokale Temperatur der Lo¨sung vor der Eisfront, steigt
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Abb. 2.15: Schematische Zeichnung der Anlagerung von Wassermoleku¨len nach [87] an
Pla¨tzen einer idealisierten Gitterebene fu¨r die Basisfla¨che, die Prismenfla¨che
und die (112¯0)-Ebene. Dargestellt sind die Positionen der Sauerstoffatome.
H-Bru¨ckenbindungen sind als schwarze Verbindungslinien erkennbar.
hierdurch an. Liegt die Rate des Kristallwachstums u¨ber der Rate, mit der die Wa¨r-
me durch Wa¨rmeleitung in die Umgebung (Lo¨sung und Kristall) abgegeben werden
kann20, erho¨ht sich die Temperatur weiter. Es baut sich ein Temperaturgradient vor
der Eisfront auf. Ist der Gradient negativ21, also die Temperatur an der Eisfront
ho¨her als in einer gewissen Entfernung hiervon, so wird die ebene Front durch
kleinste Sto¨rungen instabil. Wa¨chst ein kleiner Bereich der Eisfront geringfu¨gig aus
der Ebene hinaus, so sto¨ßt die Eis/Wasser-Grenzfla¨che in ein Gebiet gro¨ßerer Un-
terku¨hlung vor. Die entstehende Latentwa¨rme kann durch die Vergro¨ßerung der
Oberfla¨che an ein gro¨ßeres Flu¨ssigkeitsvolumen abgegeben werden, welches gleich-
zeitig eine niedrigere Temperatur aufweist (siehe Abb. 2.16 a-c).
Sind in der Lo¨sung Additive vorhanden, so werden diese nur in geringem Maß
in den Kristall eingebaut (niedriger Verteilungskoeffizient entsp. [34] (S. 600)), da
sie dort energetisch ungu¨nstige Sto¨rstellen erzeugen. Die Konzentration der Ad-
ditive an der Eisfront erho¨ht sich, solange die Wachstumsrate des Kristalls u¨ber
der Rate liegt, mit der die Additive durch Diffusion von der Eisfront abtranspor-
tiert werden. Es bildet sich ein Konzentrationsgradient aus [57], welcher mit einer
entsprechenden Absenkung der lokalen Gleichgewichtsfriertemperatur der Lo¨sung
20Der Abtransport von Wa¨rme durch Konvektion in der Lo¨sung wird bei dieser Betrachtung ver-
nachla¨ssigt.
21Ein negativer Temperaturgradient liegt vor, wenn der Wa¨rmestrom von der Eisfront in die Lo¨sung
hinein verla¨uft. Dies ist der Fall, wenn die Lo¨sung unterku¨hlt ist und so eine Wa¨rmesenke darstellt.
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Abb. 2.16: Schematische Darstellung des Aufbrechens einer ebenen Eisfront mit Aus-
bildung einzelner ”Eisfinger“ (a-d) als grundlegender Mechanismus zur Bil-
dung von dendritischen Eiskristallstrukturen (e). In a sind der Gradient der
Fremdstoffkonzentration c und die hierdurch bedingte Absenkung der Gleich-
gewichtsfriertemperatur Ts skizziert, in d ist der characteristische Dendriten-
abstand d eingezeichnet.
an der Eisfront verbunden ist22 (siehe Abb. 2.16 a). Vor der hierdurch in ihrem
Wachstum gebremsten Eisfront kann eine unterku¨hlte Zone entstehen, in der we-
gen der dort geringeren Fremdstoffkonzentration die lokale Temperatur unterhalb
der Gleichgewichtsfriertemperatur liegt. Da diese Form der Unterku¨hlung durch
die Konzentrationserho¨hung an der Eisfront bedingt ist, wird hierfu¨r ha¨ufig der
Begriff konstitutionelle Unterku¨hlung (nach [112]) verwendet. Dieses Pha¨nomen ist
beispielsweise in [88; 56] genauer beschrieben. Geometrische Unregelma¨ßigkeiten in
der Eisfront fu¨hren wiederum zum Durchbrechen der Barriere hoher Fremdstoffkon-
zentration, da die Wachstumsbedingungen mit zunehmender Entfernung von der
Front und zunehmender Unterku¨hlung gu¨nstiger werden. Die Gradienten von Tem-
peratur und Additivkonzentration wirken gemeinsam destabilisierend. Durch den
vergleichsweise langsamen diffusiven Abtransport der Gelo¨ststoffe bestimmt vor al-
lem die konstitutionelle Unterku¨hlung das Wachstumsverhalten in additivhaltigen
Lo¨sungen.
Dem Aufbrechen der Eisfront wirkt die zur Vergro¨ßerung der Oberfla¨che aufzu-
wendende Grenzfla¨chenenergie entgegen. Das Zusammenspiel dieser stabilisieren-
den Gro¨ße und der destabilisierenden Wirkung der konstitutionellen Unterku¨hlung
entscheidet u¨ber das Auftreten einer planaren oder dendritischen Wachstumsmor-
phologie. Unter den in dieser Arbeit realisierten Bedingungen liegt in der Regel eine
dendritische Struktur vor. In diesem Fall stellt sich bei fortschreitendem Kristall-
22Die Unterku¨hlung vor der Eisfront als Differenz ∆Tl=Ts,l-TP,l zwischen lokaler Gleichgewichts-
friertemperatur (=Schmelztemperatur) Ts,l und der lokalen Probentemperatur TP,l nimmt bei
Erho¨hung von TP,l oder aber bei Absenkung von Ts,l ab.
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wachstum ein Gleichgewichtszustand mit charakteristischem Abstand der
”
Eisfin-
ger“ ein (siehe Abb. 2.16 d). Additive werden im Verlauf des Wachstumsprozesses in
den Ra¨umen zwischen den Eisfingern eingeschlossen. Dieser Dendritenabstand ist
von verschiedenen Parametern des Erstarrungsprozesses wie dem Temperaturgra-
dienten an der Eisfront, der Eisfrontgeschwindigkeit und der Lo¨sungszusammen-
setzung abha¨ngig (siehe hierzu z. B. [59; 84; 88]).
Beim freien Wachstum eines einzelnen Eiskeims fu¨hren diese Effekte zu einer Struk-
tur, wie sie in Abb. 2.16 e dargestellt ist. Die Seitenfla¨chen der prima¨ren Eisfinger
bilden wiederum eine Eisfront, deren Aufbrechen zur Entstehung von Seitena¨sten
fu¨hrt. Durch die Fortsetzung dieses Mechanismus entstehen die typischen dendri-
tischen Muster, wie sie unter anderem in Abb. 3.21 zu sehen sind. Die bevorzug-
ten Wachstumsrichtungen werden durch die Kristallstruktur entspr. Kap. 2.2.2 be-
stimmt. Mit zunehmender Wachstumsgeschwindigkeit der Eisfront, welche von der
Unterku¨hlung ∆T der Lo¨sung abha¨ngt, und/oder einer steigenden Ausgangskon-
zentration an Additiven sinkt der Dendritenabstand [41], sodass immer feiner vera¨s-
telte Strukturen entstehen. Außerdem steigt die Wahrscheinlichkeit fu¨r die Bildung
von Eiskeimen an der Wachstumsfront (sekunda¨re Keimbildung). Hierdurch ent-
steht bei hohen Unterku¨hlungen und/oder hohen Additivkonzentrationen polykris-
tallines Eis mit einer zunehmenden Zahl an Eiskristallen und Kristallorientierungen
[26].
2.3 Literaturüberblick zur elektrisch induzierten
Eiskeimbildung
Bis heute ist der Mechanismus, welcher der elektrisch induzierten Eiskeimbildung
zu Grunde liegt, nicht eindeutig gekla¨rt. In den letzten 50 Jahren wurden neben
unterschiedlichen experimentellen Ansa¨tzen auch sich widersprechende Erkla¨rungs-
modelle pra¨sentiert. Seit den 1990er Jahren behandeln immer mehr theoretische
Arbeiten dieses Thema, meist unter Verwendung molekulardynamischer Simula-
tionen. Heute u¨bersteigt ihre Zahl die der Vero¨ffentlichungen mit experimentellem
Hintergrund. In den folgenden Abschnitten soll ein U¨berblick der wichtigsten ex-
perimentellen und theoretischen Arbeiten gegeben werden.
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2.3.1 Experimentelle Arbeiten
In einer Publikation aus dem Jahre 1861 berichtet Dufour von Versuchen zum Ge-
frierverhalten von Wasser. Unter anderem werden in dieser Arbeit Versuche zur
”
Wirkung der Elektrizita¨t“ auf die Kristallisation von
”
Wasserku¨gelchen“ beschrie-
ben, welche in einer O¨l/ Chloroform-Mischung zur Schwebe gebracht wurden [14].
Einen eindeutigen Zusammenhang zwischen dem Anlegen eines elektrischen Feldes
und der Kristallisation des unterku¨hlten Wassers konnte Dufour jedoch nur bei
Auslo¨sen einer Funkenentladung in oder neben der Probe feststellen. Er folgerte
daraus, dass nicht die Elektrizita¨t selbst, sondern die mechanische Erschu¨tterung
fu¨r die Zustandsvera¨nderung verantwortlich zu machen sei. Seine Beobachtungen
sind als erster Beleg einer elektrisch induzierten Eiskeimbildung zu sehen. Die ersten
systematischen Untersuchungen zur Eiskeimbildung in elektrischen Feldern wur-
den von Rau im Jahre 1951 durchgefu¨hrt [105]. Seine Versuche an unterku¨hlten
Wassertropfen auf ebenen Substraten zeigen, dass
”
die Gefrierauslo¨sung durch ein
elektrisches Feld schon wenige Grade unter dem Nullpunkt erfolgen kann“. Das
Feld wurde durch in den Tropfen eingetauchte Elektroden unterschiedlicher Geo-
metrien appliziert. Auch ohne das Auftreten einer Funkenentladung und sogar bei
der Verwendung von elektrisch isolierten Elektroden konnte er einen direkten Zu-
sammenhang zwischen dem Anlegen der Hochspannung und dem Einsetzen der
Kristallisation nachweisen. Die zur Eiskeimbildung beno¨tigte Feldsta¨rke wurde mit
Werten zwischen 1,9 ·106 und 6 ·106V/m abgescha¨tzt. Seine Schlussfolgerung, dass
man die induzierte Eiskeimbildung
”
der dielektrischen Polarisation des Wassers im
elektrischen Feld zuschreiben kann“ grenzt sich klar von den Erkla¨rungsansa¨tzen
Dufours ab.
Die Funkenentladung einer Tesla-Spule fu¨hrte bei Versuchen von Schaefer (1953)
zum Gefrieren von Wassertropfen auf einer Kunststoffoberfla¨che [114]. Salt (1961)
machte, aufgrund seiner Beobachtungen an Insekten und Wassertropfen, wie Rau,
die Orientierung der Wassermoleku¨le fu¨r eine Anhebung der Keimbildungstempera-
tur verantwortlich [113]. Pruppacher lieferte 1963 weitere Hinweise dafu¨r, dass zur
Initiierung der Kristallisation nicht notwendigerweise eine Funkenentladung statt-
finden muss [99]. Er beobachtete Wassertropfen von wenigen Millimetern Durch-
messer in einem Polyethylenschlauch, welcher sich im o¨lgefu¨llten Raum zwischen
zwei Plattenelektroden befand. Bei Temperaturen T < -4 ◦C trat das Gefrieren
der Tropfen im Moment der Applikation von Feldsta¨rken zwischen 3 ·105 und
25 ·105V/m zwischen den Elektroden auf. Bei vollsta¨ndig gefu¨lltem Schlauch wurde
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kein Effekt beobachtet, woraus Pruppacher schloss, dass die Verformung der Trop-
fen, genauer die Verschiebung der Wasser/ Luft/Polyethylen-Grenzfla¨che Voraus-
setzung fu¨r die elektrisch induzierte Kristallisation sein mu¨sse. Bei Versuchen mit
Wassertropfen auf Polyethylenoberfla¨chen in einer Ka¨ltekammer (-10 ◦C) aus dem
Jahr 1973 konnte er wiederum ein Gefrieren nur beim Zusammenwirken von elek-
trischem Feld und mechanischer Verformung der Tropfen beobachten [101]. Diese
Vero¨ffentlichung liefert eine gute U¨bersicht der bis zu diesem Zeitpunkt bekannten
Arbeiten sowie eine vergleichende Diskussion der Erkla¨rungsmodelle. Aufgrund sei-
ner Beobachtungen hielt er den Ansatz von Rau und Salt fu¨r unwahrscheinlich. Er
machte vielmehr elektrisch und mechanisch induzierte Prozesse an der Grenzschicht
zwischen Flu¨ssigkeit und Substrat fu¨r die Keimbildung verantwortlich23. Er folger-
te weiterhin, dass die elektrische Ladungsverteilung von gro¨ßerer Bedeutung ist als
die elektrochemischen Eigenschaften des Substrats. Zu einem a¨hnlichen Ergebnis
kamen Vlasov et al. (1970), welche die Deposition von Metallen und dielektrischen
Substanzen auf Substraten mit inhomogener Ladungsverteilung untersuchten [133].
Weitere Untersuchungen wurden durch die Frage motiviert, ob das elektrische Feld
bei der Eiskeimbildung in Gewitterwolken eine Rolle spielt [100]. Dort ko¨nnen in
der Atmospha¨re schwebende Wassertropfen hohen elektrischen Feldern ausgesetzt
sein. Dawson et al. untersuchten 1973 die Wirkung statischer elektrischer Felder
auf frei schwebende Wassertropfen in einem Windkanal bei Temperaturen zwischen
-8 und -15 ◦C [11]. Feldsta¨rken bis 106V/m sowie Koronaentladungen ohne Fun-
ken fu¨hrten nicht zum Gefrieren der Wassertropfen. In Versuchen von Doolittle
et al. wurden gleichzeitig mehr als 100 Wassertropfen, welche organische Partikel
oder Silberiodid enthielten, auf einem Silikonsubstrat bis zum Gefrieren herun-
tergeku¨hlt [13]. Ein homogenes elektrisches Feld von bis zu 6 ·105V/m vermochte
die mittlere Friertemperatur nicht zu beeinflussen. Es wurde vermutet, dass nur
eine gleichzeitige Verformung der Tropfen, welche nicht beobachtet wurde, entspre-
chend der Versuche Pruppachers zur Eiskeimbildung fu¨hren wu¨rde. Mandal et al.
zeigten 2002, dass Funken- und Koronaentladungen die Eiskeimbildung in einem
unterku¨hlten Wassernebel initiieren ko¨nnen [69]. Das elektrische Feld alleine blieb
jedoch wiederum wirkungslos.
23Pruppacher hob die auf Evans [18] zuru¨ckgehende Bedeutung der auf dem Substrat adsorbierten
Wassermoleku¨llage fu¨r die heterogene Kristallisation hervor. Die feste Bindung zwischen Was-
sermoleku¨len und Substrat reduziert demnach die Wahrscheinlichkeit fu¨r die zweidimensionale
Keimbildung in dieser Schicht. Bei der mechanischen Bewegung der Wassertropfen u¨ber eine
Oberfla¨che ist die Ordnung in den Bereichen, welche neu benetzt werden, zuna¨chst nicht vor-
handen. Laut Pruppacher sollen dort Punkte hoher Ladungsdichte u¨ber eine Vera¨nderung der
Bindungsverha¨ltnisse zwischen den Moleku¨len als aktive Keimbildungszentren wirken und damit
Keimbildung und Kristallisation fo¨rdern.
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Shichiri et al. untersuchten 1981 die Keimbildung an Drahtelektroden unterschied-
licher Metalle. Sie beobachteten einen Zusammenhang zwischen der Polarita¨t der
Elektrode, an der die Keimbildung einsetzte und dem Standardpotenzial des ver-
wendeten Metalls [122]. Bei Applikation eines Gleichstroms war fu¨r Metalle mit
positivem Standardpotenzial die Kathode, fu¨r Metalle mit negativem Standard-
potenzial die Anode der bevorzugte Keimbildungsort. Das Verhalten wird durch
die Wirkung von in der Lo¨sung enthaltenen oder aus der Elektrode herausgelo¨s-
ten Ionen erkla¨rt. Diese sollten, an der Elektrodenoberfla¨che aufkonzentriert, die
Keimbildung begu¨nstigen. Im Jahr 1986 wurde von den Autoren eine alternati-
ve Hypothese aufgestellt. Die beim elektrolytischen Prozess gebildeten Gasblasen
spielten in dieser Theorie fu¨r die Keimbildung an der Elektrode die entscheidende
Rolle [121]. Hozumi et al. hoben in ihren Arbeiten aus den Jahren 2003 und 2005
ebenfalls die Bedeutung von Metallionen bei der induzierten Keimbildung hervor
[37; 36]. Die Autoren verweisen darauf, dass an das Metallion angelagerte Was-
sermoleku¨le einen a¨hnlichen Abstand ihrer Sauerstoffatome aufweisen, wie sie in
Eis zu finden sind. Diese Metallhydratkomplexe sind nach Hozumi et al. fu¨r das
Einsetzen der Kristallisation verantwortlich.
Einen thermodynamischen Ansatz verfolgte Gabarashvili (1967) [22]. Er betrachte-
te den Einfluss der Oberfla¨chenladung auf die Bindungsverha¨ltnisse zwischen Was-
sermoleku¨len und Substrat (Wasserstoffbru¨ckenbindung). Bei negativem Potenzial
erho¨ht sich demnach die Wahrscheinlichkeit der Eiskeimbildung durch die Ausbil-
dung einer orientierten Wassermoleku¨llage. Allerdings wu¨rde ein positives Potenzi-
al nach diesem Modell die Wahrscheinlichkeit der Keimbildung reduzieren. Gavish
et al. (1992) verglichen die Eiskeimbildung in Spalten eines polaren/ unpolaren
α-Aminosa¨ure-Kristalls. Ihre Berechnungen zeigen, dass die (polare) Eisschicht im
Spalt des polaren Kristalls aufgrund des dort vorhandenen elektrischen Feldes eine
geringere Energie aufweist als die (unpolare) Eisschicht im feldfreien Spalt des un-
polaren Kristalls [23]. Auf diese Weise wurde die experimentell beobachtete ho¨here
Keimbildungswahrscheinlichkeit im Fall des polaren Kristalls erkla¨rt. Nach ihrer
Annahme beschra¨nkte sich die Wirkung des elektrischen Feldes auf eine Vera¨n-
derung der Wechselwirkungsenergie der Wassermoleku¨le in der Grenzschicht zum
Substrat. Nach Wilen (1993) ist es jedoch vielmehr die geringere Energiedichte im
Eiscluster verglichen mit der imWasser, welche zur Erho¨hung der Keimbildungsrate
im elektrischen Feld fu¨hrt [143].
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2.3.2 Theoretische Arbeiten
Mit Hilfe molekulardynamischer Simulationen kann das Verhalten von Wassermo-
leku¨len bei Applikation eines elektrischen Feldes untersucht werden, wodurch ein
mikroskopischer Blick auf die Vorga¨nge mo¨glich wird. In Arbeiten von Svishchev
et al. (1994 und 1996) [126; 127], Xia et al. (1995) [149; 148], Yeh et al. (1999)
[151] und Zangi et al. (2004) [154] wird von einer charakteristischen Vera¨nderung
der Struktur der Wassermoleku¨le beim Erreichen einer Grenzfeldsta¨rke in der Gro¨-
ßenordnung von 1010V/m berichtet. Diese Strukturvera¨nderung wurde mit einem
Phasenu¨bergang von der flu¨ssigen zur kristallinen Phase identifiziert, wobei die
Kristallstruktur der von polarem kubischem Eis entspricht. Bei a¨hnlichen Feldsta¨r-
ken konnten Wei et. al (2005) anhand von Zahl und Orientierung der Wasserstoff-
bru¨ckenbindungen im System eine zunehmende Ordnung der Struktur feststellen
[138]. Aufgrund des hohen Diffusionskoeffizienten (self-diffusion coefficient) wurde
diese jedoch nicht als kristallin bezeichnet. Die Untersuchungen zeigten gleichzeitig
eine deutliche Abnahme des Diffusionskoeffizienten mit zunehmender Feldsta¨rke.
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3 Experimentelle Untersuchungen
zur elektrisch induzierten
Eiskeimbildung
3.1 Experimenteller Aufbau und Ablauf
Die in dieser Arbeit realisierten Untersuchungen zur elektrisch induzierten Eiskeim-
bildung wurden in einem Friertisch durchgefu¨hrt, welcher in das Beobachtungsfeld
eines Lichtmikroskops integriert ist (siehe Abb. 3.1). Dieser Aufbau wurde konstru-
iert, um bei definierten experimentellen Bedingungen mit Hilfe der Mikroskopie
charakteristische Merkmale der Eiskeimbildung (EKB) wie Keimbildungsort und
Kristallorientierung erkennen zu ko¨nnen. Außerdem kann so der Abstand und der
allgemeine Zustand der Elektroden ermittelt sowie das eventuelle Auftreten von
Sekunda¨rprozessen wie Gasblasenbildung oder Funkenentladungen beobachtet wer-
den.
3.1.1 Aufbau des Friertisches
Der Friertisch besteht entsprechend Abb. 3.1 a-d im Wesentlichen aus zwei bau-
gleichen, aus Polyoxymethylen-Copolymer (POM-C) gefertigten Kammern. Das
Material zeichnet sich durch seine hohe Chemikalienbesta¨ndigkeit und gute mecha-
nische Stabilita¨t bei wechselnden Temperaturen aus. Bei geschlossenem Friertisch
beru¨hren sich beide Kammern an ihrer Spiegelebene. Sie sind nach außen durch
Borosilikat-Glasscheiben, nach innen durch 0,15mm du¨nne Mikroskopie-Deckgla¨ser
abgeschlossen und werden zur Temperierung des Aufbaus vom Ku¨hlmittel (Etha-
nol) durchstro¨mt. Alle Glaskomponenten wurden durch einen Silikonkautschuk
(Elastosil E 43, Wacker Chemie AG, Mu¨nchen) mit den Kammern verklebt. Um
eine mo¨glichst gleichma¨ßige Stro¨mungsgeschwindigkeit des Ku¨hlmittels zu errei-
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Abb. 3.1: Aufbau des Mikroskop-Friertisches: a nicht maßstabsgerechte schematische
Zeichnung in zwei zueinander orthogonalen Ansichten (li/ re), b-e Detailansicht und
U¨bersichtsaufnahmen mit Peripheriegera¨ten. Bestandteile im einzelnen: 1iKammerge-
ha¨use, 2i¨außere Sichtfenster, 3iinnere Sichtfenster, 4iStro¨mungsblenden, 5iProbe (z. B.
destilliertes Wasser), 6iPt-100-Temperatursensor, 7iT-Typ Thermoelement, 8iMikro-
skop mit Polarisationseinrichtung, 9iStabelektroden, 10iFu¨hrungsblo¨cke, 11iKu¨hlmittel-
leitung, 12iLinearantrieb, 13ielektrische Anschlussblo¨cke, 14iPMMA(Plexiglas)-Geha¨use
zur N2-Spu¨lung, 15iMikroskoptisch, 16iinverses Mikroskop, 17iDV-Camcorder, 18iPuls-
elektronik und 19iKryostat.
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chen, sind in jede Kammer zwei Blenden integriert. Die Probe befindet sich im
Zentrum des Friertisches. Ein Pt-100-Sensor, sowie ein T-Typ-Thermoelement sind
auf das untere Deckglas aufgeklebt und dienen zur indirekten Bestimmung der
Probentemperatur.
Die stabfo¨rmigen Elektroden (Details siehe unten) werden durch die Fu¨hrungsblo¨-
cke fixiert und ragen durch Aussparungen auf den Kammer-Innenseiten bis in die
Probe hinein. Die Fu¨hrungsblo¨cke sind aus PTFE (Polytetrafluorethylen, Handels-
name Teflon R©) gefertigt, um den Slip-Stick-Effekt beim Verschieben der Elektroden
zu minimieren. Teflon ist besonders geeignet, da es eine sehr kleine Haftreibungs-
zahl aufweist. Sie ist im System Teflon auf Teflon oder Teflon auf Stahl gleich der
Gleitreibungszahl (µH=µG=0,04). Eine der Elektroden ist an einen Linearantrieb
(Physik Instrumente, M-111.1DG) gekoppelt. In Schritten von 50 nm kann ein be-
liebiger Elektrodenabstand eingestellt werden. Um Ru¨ckstellkra¨fte zu vermeiden,
sind die Elektroden u¨ber einen feinen Kupferdraht (∅=30µm) mit den elektrischen
Anschlussblo¨cken verbunden.
Alle Bauteile sind auf einer Kohlefaserverbundplatte montiert. Dieses Material wur-
de gewa¨hlt, da es einen sehr geringen thermischen Ausdehnungskoeffizienten be-
sitzt. Die Abha¨ngigkeit des Elektrodenabstandes von der Umgebungstemperatur
durch Vera¨nderung des Abstandes zwischen den Fu¨hrungsblo¨cken wird hierdurch
minimiert. Die Basisplatte ist u¨ber eine XY-Positionierungseinheit am Mikroskop-
tisch befestigt. Dieser ist vom Mikroskopgeha¨use entkoppelt auf dem schwingungsi-
solierten optischen Tisch verschraubt. Ein auf die Basisplatte aufgesetztes Geha¨use
aus PMMA (Plexiglas) dient zur Erzeugung einer N2-Schutzgasatmospha¨re. Diese
verhindert die Kondensation von Wasser aus der Raumluft am Friertisch.
Temperierung und Zirkulation des Ku¨hlmittels erfolgen u¨ber einen Kryostaten
(Thermo Electron, Haake Phoenix P1-C75P). In der Probe ablaufende Prozesse
ko¨nnen durch das inverse Mikroskop (Zeiss IM35) mit Polarisationseinrichtung
betrachtet werden. Wa¨hrend des Versuchs werden Videosequenzen vom Camcor-
der (Sony DCR-PC120E) zu einem mit einer Videoschnittkarte (Pinnacle DV500
DVD) ausgeru¨steten Rechner u¨bertragen und dort archiviert.
3.1.2 Aufbau der Elektroden
Fu¨r die Versuche zur induzierten Eiskeimbildung wurden unterschiedliche Elektro-
dentypen eingesetzt. Es soll im Folgenden der allgemeine Aufbau beschrieben und
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Abb. 3.2: Aufbau der Elektroden: a Schematische Zeichnung der Elektrodeneinheit be-
stehend aus 1iGlaskapillare, 2iMetallkanu¨le, 3iSchrumpfschlauch, 4iElektro-
denkopf mit isoliertem Schaft, 5iKupferdraht zur elektrischen Kontaktierung;
b Beispiele ha¨ufig eingesetzter Elektrodenko¨pfe in kugelfo¨rmiger (li.), kugel-
fo¨rmig isolierter (mi.) und spitzer Ausfu¨hrung (re.).
einige ha¨ufig verwendete Typen vorgestellt werden. Abweichungen vom hier gezeig-
ten Elektrodenaufbau sind an entsprechender Stelle vermerkt. Eine U¨bersicht aller
in dieser Arbeit eingesetzten Elektrodentypen ist in Tab.A.1 im Anhang zu finden.
Der Elektrodenko¨rper besteht aus einer Quarzglas-Kapillare (Außendurchmesser
∅a=1mm, Wandsta¨rke 0,1mm) (siehe Abb. 3.2). Der geringe thermische Ausdeh-
nungskoeffizient des Materials [5,5·10−7 cm/(cm·K)] garantiert einen mo¨glichst sta-
bilen Abstand der Elektrodenko¨pfe im Friertisch. In die Kapillare ist eine Kanu¨le
eingeschoben (∅a=0,8mm), in welcher auf der einen Seite der Elektrodenkopf fi-
xiert, auf der anderen Seite ein Kupferdraht (∅=0,25mm) elektrisch leitend ver-
klebt ist. Ein kurzes Stu¨ck Schrumpfschlauch stabilisiert die Position der Kanu¨le
in der Glaskapillare.
Vorversuche haben gezeigt, dass sich Gold (Au) sehr gut als Elektrodenmateri-
al fu¨r die elektrisch induzierte Eiskeimbildung eignet (siehe auch [81]). Dies wird
durch die Ergebnisse der Versuche zur Materialabha¨ngigkeit besta¨tigt, welche in
Kap. 3.3.2 diskutiert werden. Gold ist als Metall mit dem ho¨chsten Standardpo-
tenzial chemisch a¨ußerst reaktionstra¨ge. Die Eigenschaften der Oberfla¨che a¨ndern
sich auch bei la¨ngerer Lagerung in Luft oder Wasser kaum. Es wird daher in dieser
Arbeit als Standardmaterial fu¨r die Elektrodenherstellung verwendet.
Kugelfo¨rmige Elektrodenko¨pfe erha¨lt man durch das Aufschmelzen von Golddraht
(Ts=1064
◦C) mittels einer Butangasflamme. Der Draht wird u¨ber eine Mikrome-
terschraube in die Flamme vorgeschoben, bis sich eine Kugel mit dem gewu¨nsch-
tem Durchmesser gebildet hat. Dieser liegt fu¨r Elektroden vom Typ gKb und gKi
bei etwa 1mm und fu¨r Elektroden des Typs kKb und kKi zwischen 100µm und
44
3.1 Experimenteller Aufbau und Ablauf
250µm (fu¨r eine Beschreibung der Elektrodentypen siehe TabA.1). Der Vorgang
wird durch ein Mikroskop beobachtet. Ein Bild des Aufbaus ist im Anhang zu
finden (Abb.A.3). Die Kugel wird so oft mechanisch gereinigt1 und erneut aufge-
schmolzen, bis keine Verunreinigungen mehr auf der Oberfla¨che sichtbar sind. Das
Ergebnis ist eine einkristalline Goldkugel.
Spitze Elektrodenko¨pfe werden entsprechend [83] durch elektrochemisches A¨tzen in
einer Mischung aus 1 Teil HCl und 1 Teil HNO3 hergestellt. Hierzu wird der zur
Herstellung der Goldkugeln eingesetzte Aufbau in modifizierter Form verwendet.
Die Mikrometerschraube dient zum Vorschub des Drahtes in ein Gefa¨ß, welches die
Sa¨uremischung entha¨lt. Zwischen dem Golddraht und einer Gegenelektrode in der
Sa¨ure wird eine Wechselspannung von 3-6V angelegt. Durch das Mikroskop kann
der A¨tzprozess beobachtet werden. Die Eintauchtiefe wird so justiert, dass sich eine
feine Spitze mit mo¨glichst kleinem Spitzendurchmesser (100-200 nm) ergibt.
Der Schaft der Elektroden wird durch das Aufbringen mehrer Lagen Isolationslack
elektrisch isoliert2. Eine Verringerung der Feldsta¨rke in diesem Bereich ist notwen-
dig, um eine Eiskeimbildung an der Probenoberfla¨che, dort wo die Elektrode in
die Probe eintaucht, zu verhindern. Hier ko¨nnten sekunda¨re Effekte, wie von Prup-
pacher beschrieben (siehe 2.3.1), eine rein durch das elektrische Feld induzierte
Keimbildung u¨berlagern. In Abb.A.4 sind Lichtmikroskopiebilder und in Abb.A.5
Rasterelektronenmikroskopie (REM) -Bilder einiger ha¨ufig eingesetzter Elektroden
dargestellt.
3.1.3 Pulsgenerator und Potenzialverläufe
Die Hochspannungspulse werden in Form einer Kondensatorentladung erzeugt (sie-
he Abb. 3.3 a). Hierzu wird eine Relaisschaltung verwendet, welche die folgenden
Schaltungszusta¨nde realisiert: Zum Laden der Kapazita¨t wird diese an das Hoch-
spannungsnetzteil (FuG, HCL 14-6500) mit variabler Ausgangsspannung zwischen
0 und 6,5 kV angeschlossen. Nach der Ladezeit tLaden wird die Kapazita¨t vom
Netzteil getrennt und mit den Elektroden verbunden. In diesem Zustand entla¨dt
1Die Goldoberfla¨che kann durch mechanisches Abreiben mit einem Papiertuch (Kim-Wipe) gerei-
nigt werden. Ein chemisches Abtragen der Oberfla¨che in einem Sa¨urebad ist nicht notwendig.
2Zur Isolation der Elektroden wurde Polyurethanlack (Cramolin Urethan klar, ITW Chemi-
sche Produkte GmbH, Mu¨hlacker) bzw. Acryllack (schnelltrocknender Nagellack) eingesetzt. Der
schnelltrocknende Acryllack ist zur Herstellung stabiler dicker Isolationsschichten am Elektroden-
schaft gut geeignet, wa¨hrend mit dem Polyurethanlack besonders du¨nne Isolationsschichten (z. B.
auf der Kugeloberfla¨che) aufgebracht werden ko¨nnen. Nach der Isolation wurden alle Elektroden
mindestens 12 h in einem Wa¨rmeschrank getrocknet.
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Abb. 3.3: Erzeugung der Hochspannungspulse: a Schematische Zeichnung des Pulsge-
nerators mit variablen Gro¨ßen U0, C und R, b Beispiel eines Pulses mit
U0=1200V und τP=2,5ms
sich der Kondensator u¨ber eine Widerstandskaskade. Es ko¨nnen Widersta¨nde von
R=1×82 kΩ bis R=14×82 kΩ und Kapazita¨ten von C=0,47 nF bis 8,0 nF realisiert
werden. Der an den Elektroden anliegende Puls zeigt den typischen exponentiellen
Spannungsabfall U(t)= UˆPuls · exp(−t/τP) (Abb. 3.3 b). Die Ho¨he UˆPuls des Pulses
kann u¨ber die Ausgangsspannung des Hochspannungsnetzteils U0 und seine Breite
u¨ber die Zeitkonstante τP = R · C eingestellt werden. Eine Abbildung des Puls-
generators ist in Abb.A.10 zu finden. Alternativ kann das Hochspannungsnetzteil
direkt mit den Elektroden verbunden werden. Rechnergesteuert lassen sich so weite-
re Spannungs-Zeit-Verla¨ufe wie z. B. eine in Kap. 3.4.1 eingesetzte Rampenfunktion
realisieren.
3.1.4 Steuerung und Datenerfassung
Die Steuerung von Pulsgenerator und Linearantrieb erfolgt u¨ber einen Messrechner
mit integrierter Interface-Karte (NI-DAQ PCI-6036E). Mit dem speziell fu¨r die-
se Anwendung entwickelten Programm
”
ProPulse“ ko¨nnen die gewu¨nschten Span-
nungspulse in beliebiger Pulsabfolge erzeugt werden. Eine Abbildung der Program-
moberfla¨che ist im Anhang (Abb.A.8) zu finden. Ausgehend von der Spannung
U0, init erho¨ht sich die Spannung stufenweise um ∆U bis zur Maximalspannung
U0,max
3. Die Anzahl der Pulse auf jeder Spannungsstufe ist einstellbar, ebenso de-
ren zeitlicher Abstand, welcher sich aus Ladezeit t(Laden), Verzo¨gerung ∆t und
3In einem Vorversuch wird hierzu mit niedrigem U0, init und großem ∆U (typischerweise 100V) der
ungefa¨hre Wert der Pulsho¨he UEKB ermittelt, ab dem die induzierte Eiskeimbildung stattfindet.
Anschließend wird ∆U auf 10-50V reduziert und U0, init auf einen Wert von 3-5∆U unterhalb
von UEKB eingestellt.
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Entladedauer t(Entladen) zusammensetzt. Die Polarita¨t der Pulse kann auch wa¨h-
rend eines laufenden Versuchs vera¨ndert werden. Die am Thermoelement gemes-
sene Temperatur wird dargestellt, um abscha¨tzen zu ko¨nnen, wann ein stabiles
Temperaturniveau erreicht ist, bei dem der Versuch gestartet werden kann. Der
Temperaturverlauf sowie eine freie Texteingabe ko¨nnen gespeichert werden. Ein
zweiter Messrechner dient zur Aufnahme der Keimbildungs-Videosequenzen und
zum Auslesen des Oszilloskops (Hameg HM 1507-3), mit welchem die HV-Pulse
unter Verwendung eines Hochspannungsmesskopfes (1:100) aufgezeichnet werden.
Um die Genauigkeit der Temperaturmessung zu erho¨hen, schaltet eine Elektronik
wechselweise das im Friertisch integrierte oder ein in einem Referenz-Eiswasserbad
(0 ◦C) befindliches Thermoelement zu. Die wa¨hrend jedes Intervalls (1 s) aufge-
nommenen Messwerte werden gemittelt und miteinander verglichen. Ohne Einbe-
ziehung der Referenztemperatur kann es durch Temperaturvera¨nderungen in der
Messelektronik zu einem geringen Offset kommen. Der Pt-100-Sensor ist als ex-
terner Temperaturfu¨hler an den Kryostaten angeschlossen. Die Messwerte beider
Temperatursensoren dienen zur Kontrolle der Probentemperatur.
3.1.5 Experimentelle Durchführung
In diesem Abschnitt wird der Ablauf eines typischen Versuches beschrieben. Even-
tuelle Abweichungen von diesem Protokoll werden bei den entsprechenden Ver-
suchsbeschreibungen genannt.
Der Kryostat wird auf die gewu¨nschte Versuchstemperatur gebracht. Die Probe
(115µl wa¨ssrige Lo¨sung) wird bei geo¨ffnetem Friertisch auf das untere Deckglas
pipettiert. Beim Aufsetzen der oberen Kammer benetzt die Probe das obere Deck-
glas und nimmt eine na¨herungsweise zylinderfo¨rmige Geometrie mit einer Ho¨he von
3mm an (siehe Abb. 3.1 a, c). Das Geha¨use zur Stickstoffspu¨lung wird positioniert
und das Dreiwegeventil fu¨r den Ku¨hlmittelfluss durch die Kammer geo¨ffnet. Nach-
dem sich die gewu¨nschte Probentemperatur eingestellt und ausreichend stabilisiert
hat, werden Hochspannungspulse mit wachsender Amplitude appliziert, bis der
Puls zur Eiskeimbildung fu¨hrt. Durch das Schließen des Ventils wird der Friertisch
aus dem Ku¨hlmittelkreislauf ausgekoppelt und erwa¨rmt sich passiv4. Ist die Probe
4Die Temperatur des Kryostaten wird aufgrund der großen Tra¨gheit des Systems konstant gehalten
und nur zum Nachregeln der Probentemperatur bzw. zum Einstellen einer neuen Versuchstem-
peratur vera¨ndert. Das Aus- und Einkoppeln des Friertischs verursacht lediglich eine geringe und
kurzfristige Temperaturvera¨nderung im Kreislauf.
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komplett getaut, kann der Friertisch geo¨ffnet, die Flu¨ssigkeit herauspipettiert und
neue eingebracht werden. Der beschriebene Ablauf kann anschließend wiederholt
werden.
3.2 Simulation der Feldverteilung
Die Verteilung des elektrischen Feldes wurde fu¨r die unterschiedlichen Elektroden-
geometrien mit Hilfe der Finiten-Elemente-Methode (FEM) simuliert. Bei dem an
der Elektrode anliegenden Potenzial handelt es sich um einen kurzen Spannungspuls
mit Zeitkonstanten zwischen τP=40µs und 240ms (siehe Kap. 3.3.4). Da die Keim-
bildung jedoch in einem sehr kurzen Zeitfenster zu Beginn des Pulses stattfindet
(siehe Kap. 3.4.2) wurde fu¨r die Simulation der Feldverteilung zur Vereinfachung
ein konstantes Elektrodenpotenzial angenommen. Hierdurch wird das Problem auf
die Lo¨sung der elektrostatischen Feldgleichung
∇(0rE(r)) = ρ (3.1)
reduziert, wobei ρ die felderzeugenden Ladungen auf der Leiteroberfla¨che, r die
(isotrope) Dielektrizita¨tszahl des Materials im Feld (Isolationslack, Wasser, etc.)
und E(r) das erzeugte elektrische Feld am Ort r bezeichnet. Die Feldgleichung
ergibt sich aus der Maxwellgleichung ∇D = ρ als Form des Gausschen Satzes und
der Materialgleichung D = 0rE.
Die partielle Differentialgleichung, im Englischen mit PDE abgeku¨rzt, ist exakt
nur fu¨r sehr einfache Geometrien und einheitliche Randbedingungen lo¨sbar. Bei
der FEM-Methode wird der untersuchte Raum in kleine Teilbereiche, die finiten
Elemente unterteilt. Innerhalb jedes Teilbereichs wird unter Beru¨cksichtigung der
Randbedingungen der physikalische Zusammenhang formuliert. Die einzelnen Ele-
mente werden in einem Gesamtgleichungssystem zusammengefasst. Die Lo¨sung des
Gleichungssystems wird durch die gewichtete Summierung von unterschiedlichen
Ansatzfunktionen an die exakte Lo¨sung der PDE s mo¨glichst genau angena¨hert.
Die Gu¨te der Anna¨herung kann durch die Methode der gewichteten Residuen oder
das Verfahren von Ritz u¨berpru¨ft werden.
Fu¨r die Durchfu¨hrung der Simulation wurde das Programm FEMLAB3 eingesetzt.
Es wurde ein dreidimensionales CAD-Modell der Elektroden erstellt und die Be-
rechnung unter Einbeziehung der Materialkonstanten und des Elektrodenpotenzials
durchgefu¨hrt. Das zur Erzeugung der finiten Elemente eingesetzte Gitternetz aus
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dreieckigen Maschen wurde nach einer Testsimulation in den Bereichen hoher Feld-
sta¨rke sukzessive verfeinert, um Auflo¨sung und Genauigkeit der simulierten Feld-
verteilung zu erho¨hen. Die Ergebnisse der Simulationen ko¨nnen grafisch dargestellt
(siehe z. B. Abb. 3.20) oder als Kurvenverlauf entlang einer Linie im Simulations-
raum ausgegeben werden.
3.3 Ergebnisse I: Der Einfluss charakteristischer
Parameter auf die elektrisch induzierte
Eiskeimbildung
Die im folgenden Abschnitt pra¨sentierten Untersuchungen zeigen den Einfluss cha-
rakteristischer Parameter auf die feldinduzierte Eiskeimbildung. Sie stellen gleich-
zeitig die Grundlage fu¨r das in Kap. 4 pra¨sentierte Erkla¨rungsmodell dar. Wie in
Kap. 2.3.1 dargelegt wurde, sind in der Literatur unterschiedliche Erkla¨rungsansa¨t-
ze fu¨r das Pha¨nomen der elektrisch induzierten Eiskeimbildung zu finden. Grund-
sa¨tzlich stellt sich die Frage, ob die Eiskeimbildung durch das elektrische Feld selbst
induziert werden kann, oder ob die in Kap. 2.3.1 beschriebenen, sekunda¨ren Effekte
hierfu¨r verantwortlich zu machen sind. Vor diesem Hintergrund werden unterschied-
liche Elektrodentypen eingesetzt und der Einfluss charakteristischer Parameter wie
Pulsbreite, Probentemperatur, und Elektrodenabstand bestimmt. Im Hinblick auf
eine praktische Anwendung des Verfahrens in der Kryobiologie wurde untersucht,
wie sich Salze und nicht-ionische Additive in der wa¨ssrigen Lo¨sung auf die feldindu-
zierte Keimbildung auswirken. Falls nicht im Zusammenhang mit den Ergebnissen
pra¨sentiert, sind fu¨r die Versuche repra¨sentative Mikroskopiebilder der Keimbildung
in Abb. 3.22 zu finden.
Fu¨r alle Versuche wurde demineralisiertes und anschließend bi-destilliertes Wasser
verwendet, welches zu den Versuchen zeitnah hergestellt wurde. Die Leitfa¨higkeit
lag im Bereich von 0,5- 0,7µS/cm und wurde vor jedem Versuch mit einem Kon-
duktometer (Fa. Metrohm, Modell 712) u¨berpru¨ft5. Fu¨r die in Abschnitt 3.3.6 und
3.3.7 beschriebenen Experimente wurde dem Wasser die gewu¨nschte Menge an
Additiven oder Salzen zugesetzt. Diejenige Pulsho¨he UˆPuls, welche bei der schritt-
weisen Erho¨hung der Amplitude schließlich zur Bildung eines Eiskeims fu¨hrt, wird
im Folgenden stets mit UEKB bezeichnet.
5Das Konduktometer verfu¨gt u¨ber einen automatischen Temperaturausgleich. Alle angegebenen
Messwerte beziehen sich auf eine Temperatur von 25 ◦C.
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Abb. 3.4: Induzierte Eiskeimbildung an der Innenkante des PTFE-Schlauchs bei Puls-
applikation: a Schematische Darstellung des Elektrodenaufbaus mit FEM-
Simulation der elektrischen Feldsta¨rke E in der Probe bei einem Elektrodenpo-
tential von ϕE=2,6 kV, b, c Mikroskopiebilder des Kristallwachstums t=160
bzw. 720ms nach Keimbildung (T=−2, 5 ◦C). Durch die Polarisationseinrich-
tung des Mikroskops hebt sich der Eiskristall farblich (hier orange) vom Hin-
tergrund ab.
3.3.1 Eiskeimbildung an Isolatoroberflächen
Durch den Einsatz von zwei speziellen Elektrodentypen, welche in zwei unabha¨n-
gigen Versuchsserien eingesetzt wurden, konnte das Auftreten elektrolytischer Pro-
zesse bei der Pulsapplikation ausgeschlossen werden. Diese Prozesse sind fu¨r die
Bildung von Metallionenkomplexen und Gasblasen verantwortlich, welche in der
Literatur als mo¨gliche Auslo¨ser der Keimbildung diskutiert werden.
Der erste Elektrodentyp besteht aus einem Stu¨ck PTFE-Schlauch (Innendurchmes-
ser ∅i=0,5mm, Außendurchmesser ∅a=1,0mm) in welchen ein Golddraht (Durch-
messer ∅=0,5mm) eingeschoben wurde. Dieser fu¨llt den Schlauch jedoch nicht
bis zum Schlauchende aus, wodurch beim Eintauchen in die Probe ein Luftpols-
ter vor der Stirnfla¨che des Drahtes bestehen bleibt (siehe Abb. 3.4). Die Luftsa¨u-
le bildet die gewu¨nschte Isolationsschicht. Durch das Absenken der Temperatur
wird die Flu¨ssigkeit teilweise in den Schlauch hineingezogen, was zur vollsta¨ndi-
gen Benetzung der inneren kreisfo¨rmigen Schnittkante des Schlauches fu¨hrt. Bei
Applikation der Hochspannungspulse wird eine induzierte Eiskeimbildung an eben
dieser Kante beobachtet (siehe Abb. 3.4 b), an der nach Abb. 3.4 a eine besonders
hohe Feldsta¨rke vorliegt. Die Verteilung der Keimbildungsorte ist in Abb. 3.6 a
zum besseren Versta¨ndnis skizziert. In zwei unabha¨ngigen Versuchsgruppen V1
und V2 fand die Keimbildung in unterschiedlichen Bereichen auf der Innenkante
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Abb. 3.5: Induzierte Eiskeimbildung an der Glaselektrode: a Schematische Darstellung
des Elektrodenaufbaus mit FEM-Simulation der elektrischen Feldsta¨rke E in
der Probe bei einem Elektrodenpotential von ϕE=2,3 kV, b, c Mikroskopiebil-
der des Kristallwachstums t=40 bzw. 360ms nach Keimbildung (T=−3, 5 ◦C).
statt. Dies ist auf die individuelle Elektrodenpra¨paration zuru¨ckzufu¨hren6. Die zur
elektrisch induzierten Eiskeimbildung beno¨tigte Pulsho¨he betra¨gt fu¨r den Elek-
trodentyp mit PTFE-Schlauch bei T=−2, 5 ◦C und mit τP=240ms im Mittel
UEKB=(2,6±0,3) kV. Bei Verku¨rzung der Pulsdauer auf τP=2,5ms tritt die Keim-
bildung erst bei UEKB=(3,3±0,1) kV ein. Wa¨hrend des Pulses wird eine geringe Ver-
formung der Wasser/Luft Grenzfla¨che beobachtet, welche jedoch in keinem Versuch
zur Keimbildung an dieser Position fu¨hrte. Ein signifikanter Einfluss der Polarita¨t
ist nicht zu beobachten7.
Zur Herstellung des zweiten Elektrodentyps wurde eine Glaskapillare in der Gas-
flamme du¨nn ausgezogen und ein Kupferdraht mit 30µm Durchmesser eingescho-
ben (Abb. 3.5). Eine kugelfo¨rmige Silikonummantelung (Elastosil E 43, Wacker Che-
mie AG, Mu¨nchen) verhindert eine mo¨gliche Keimbildung im Eintrittsbereich der
Elektrode in die Probe (siehe Abschnitt 3.1.2). Auch mit diesem Elektrodentyp
(GE ) werden elektrolytische Prozesse ausgeschlossen. Trotzdem kann die Eiskeim-
bildung bei Pulsapplikation induziert werden. Es wird hierfu¨r bei T=−3, 5 ◦C und
τP=240ms eine Pulsho¨he von UEKB=(2,3±0,2) kV beno¨tigt. Wiederum ist kein
signifikanter Unterschied zwischen der Eiskeimbildung bei positiver und negativer
Polarita¨t der Elektrode beobachtbar.Entsprechend Abb. 3.6 b liegen die Keimbil-
6Der PTFE-Schlauch wurde mit einer Rasierklinge senkrecht zur Symmetrieachse abgeschnitten.
An der Innenkante entstehen hierdurch Bereiche mit unterschiedlichem Kru¨mmungsradius, ab-
ha¨ngig davon, ob der Schnitt ins Material hinein oder aus dem Material heraus erfolgte. Ein
kleinerer Kru¨mmungsradius erzeugt ho¨here Feldsta¨rken und eine bevorzugte Keimbildung in die-
sem Bereich.
7Die U¨berpru¨fung auf einen statistisch signifikanten Einfluss einzelner Parameter wurde nach
erfolgreichem Test auf Normalverteilung mittels t-Test durchgefu¨hrt (verwendete Software:
OriginPro 7, OriginLab Corp.). Die obere Grenze fu¨r die Signifikanz wurde auf P=0,05 festgelegt.
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Abb. 3.6: Auswertung der Keimbildungsorte a an der PTFE- und b an der Glaselektrode.
Markiert sind die Orte, an denen der Eiskristall im Mikroskopiebild zuerst
sichtbar wurde. Es wurden fu¨r jeden Elektrodentyp zwei Versuchsgruppen V1
und V2 ausgewertet (siehe Text).
dungsorte im Bereich der ho¨chsten Feldsta¨rke, am U¨bergang zwischen Silikon und
Glas8.
Bei den Versuchen mit diesen beiden unterschiedlichen Elektrodentypen befand sich
die Gegenelektrode außerhalb der Probe. Warum dies fu¨r die Keimbildung nicht
von Nachteil ist, wird in Abschnitt 3.3.3 erla¨utert werden. Die erfolgreiche und re-
produzierbare Keimbildung an einer PTFE- bzw. Glas−/ Silikonoberfla¨che belegt,
dass weder elektrolytische Prozesse mit der Bildung von Metallhydratkomplexen
oder Gasblasen noch eine Funkenentladung oder eine Grenzfla¨chenverschiebung
zwischen Elektrode, Probe und Luft fu¨r die induzierte Eiskeimbildung notwendig
sind. Im Hinblick auf Kap. 2.3.1 scheiden somit viele der in der Literatur diskutier-
ten Erkla¨rungsansa¨tze als grundlegende Mechanismen fu¨r die elektrisch induzierte
Eiskeimbildung bei kurzen Spannungspulsen aus.
3.3.2 Elektrodenmaterial und Polarität
Im Kontrast zur Eiskeimbildung an Isolatoroberfla¨chen wurde untersucht, wie sich
die Verwendung unterschiedlicher Metalle als Elektrodenmaterial auf die Keimbil-
dung auswirkt. Im direkten Kontakt mit der wa¨ssrigen Probe ko¨nnen abha¨ngig vom
Kru¨mmungsradius der Oberfla¨che bei Metallelektroden sehr hohe Feldsta¨rken in
der Probe erzeugt werden. Dieses sollte einen positiven Effekt auf die Keimbildung
haben und die beno¨tigte Pulsho¨he UEKB reduzieren. Andererseits ist eine Beein-
tra¨chtigung der Keimbildung durch elektrolytische Prozesse und Ladungstransfer
u¨ber die Grenzfla¨che Elektrode/Probe mo¨glich.
8Alle Versuche in Abb. 3.6 b wurden mit derselben Elektrode durchgefu¨hrt.
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Abb. 3.7: Einfluss des Elektrodenmaterials auf die fu¨r die elektrisch induzierte Keim-
bildung beno¨tigten Pulsamplitude UEKB bei direktem Kontakt zwischen Sta-
belektrode (TypSE ) und Probe (destilliertes Wasser). Symbole mit einem Mi-
nuszeichen repra¨sentieren Versuche bei negativer, Symbole mit einem Pluszei-
chen Versuche bei positiver Pulspolarita¨t. Dargestellt sind Mittelwerte von fu¨nf
bis sieben Einzelmessungen. Fu¨r Gold und Platin konnte bei positiver Polari-
ta¨t die Eiskeimbildung teilweise bis zur ho¨chsten angewendeten Pulsamplitude
von 3,4 kV nicht induziert werden. Diese Versuche werden durch ein Symbol
mit Pfeil gekennzeichnet. Einzelmessungen, bei denen die Keimbildung erfolg-
reich war, sind als offene Symbole eingetragen. Fehlerbalken markieren die
Standardabweichung.
In Abb. 3.7 ist die zur induzierten Eiskeimbildung beno¨tigte Pulsspannung UEKB fu¨r
Gold, Platin, Kupfer und Titan in destilliertemWasser dargestellt. Die eingesetzten
Stabelektroden (TypSE ) wurden durch das Aufbringen mehrerer Lackschichten auf
den entsprechenden Metalldraht (∅=0,5mm) isoliert und senkrecht zur Symme-
trieachse angeschliffen9 (siehe Abb.A.7). Die Gegenelektrode befand sich bei diesen
Versuchen außerhalb der Probe (siehe hierzu Kap. 3.3.3 und 3.3.4). Bei negativer
Pulspolarita¨t zeigen Gold und Platin die niedrigsten Werte von UEKB, Titan den
ho¨chsten. Insgesamt liegen die Mittelwerte fu¨r die einzelnen Materialien aber in ei-
nem engen Bereich zwischen UEKB=1,1 kV und 1,5 kV bei einer Probentemperatur
von T=−2,5 ◦C. Bei positiver Polarita¨t a¨ndert sich das Verhalten grundlegend. Fu¨r
Gold und Platin ist die Keimbildung deutlich gehemmt: Nur in einzelnen Versuchen
9Das Anschleifen der Elektroden wurde in in einem speziellen Aufbau mit Sandpapier der Ko¨r-
nung 2000 durchgefu¨hrt. Durch das Aufbringen einer einheitlichen Rauigkeit sollten mo¨glichst
a¨hnliche Keimbildungsverha¨ltnisse an den unterschiedlichen Metalloberfla¨chen geschaffen wer-
den. Das Abtragen der obersten Metallschicht verhindert außerdem, dass sich Vera¨nderungen der
Oberfla¨chenschicht, etwa durch Oxidation des Kupfers, bemerkbar machen. Mit jeder Elektrode
wurden zwischen fu¨nf und sieben Versuchsreihen durchgefu¨hrt. Vor jeder Versuchsreihe wurde die
Elektrode neu angeschliffen.
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kann die Eiskeimbildung (EKB) bei Pulsen bis UEKB=3,4 kV induziert werden. Bei
8 von 10 Versuchen mit Au und 5 von 9 Versuchen mit Pt konnte eine Keimbildung
bis zu diesem Maximalwert nicht beobachtet werden. Im Vergleich zu Au und Pt
kann die Keimbildung an Cu und Ti bei positiver Polarita¨t bei deutlich niedrigeren
Werten von UEKB ausgelo¨st werden. Der Mittelwert ist fu¨r Cu identisch mit dem
Wert bei negativer Polarita¨t, fu¨r Ti liegt er um etwa 0,5 kV ho¨her.
Es zeigt sich insgesamt ein ma¨ßiger Einfluss des Elektrodenmaterials bei negativer
und ein deutlicher Einfluss bei positiver Polarita¨t. Die in den folgenden Abschnit-
ten beschriebenen Versuche wurden in der Regel mit Goldelektroden bei negativer
Polarita¨t durchgefu¨hrt, da dieses Material gu¨nstige Eigenschaften bezu¨glich der
Keimbildung und der Elektrodenpra¨paration (siehe Kap. 3.1.2) aufweist. Abwei-
chungen hiervon sind an entsprechender Stelle vermerkt.
3.3.3 Einfluss des Elektrodenabstands
Es ist zu erwarten, dass bei Verringerung des Elektrodenabstandes d die Feldsta¨r-
ke im Bereich der Elektrodenoberfla¨che deutlich ansteigt. Experimentell la¨sst sich
jedoch nur eine geringe Abha¨ngigkeit beobachten. Abb. 3.8 zeigt fu¨r zwei Elek-
trodenpaare die Abha¨ngigkeit der Pulsho¨he UEKB, welche zur Erzeugung mindes-
tens eines Eiskeimes notwendig ist, vom Elektrodenabstand. Es sind repra¨sentativ
einzelne Messpunkte von vier aufeinanderfolgenden Messreihen dargestellt10. Al-
le Messpunkte einer Messreihe wurden in direkt aufeinander folgenden Versuchen
aufgenommen.
In Abb. 3.8 a sind die Ergebnisse fu¨r eine kleine Au-Kugelelektrode mit Isolati-
onsschicht (Typ kKi) und einer Au-Kugel (Typ gKb) als Gegenelektrode darge-
stellt. UEKB zeigt bei Reduzierung des Elektrodenabstandes bis zu einem Wert von
20µm fu¨r die Reihen R1-R4 einen monoton fallenden Verlauf. Der entsprechende
Mittelwert fa¨llt von U¯EKB=(190±50)V bei d=1500µm auf U¯EKB=(100±10)V bei
d=20µm. Auch bei Beru¨cksichtigung weiterer in der Abbildung nicht enthaltener
Messreihen ist ein signifikanter Unterschied zwischen U¯EKB=(270±80)V (n=10) bei
d=1500µm und U¯EKB=(155±60)V (n=9) bei d=20µm zu beobachten (Irrtums-
wahrscheinlichkeit P=0,002). Bei weiterer Verringerung des Elektrodenabstandes
auf unter 20µm ist jedoch eine Zunahme von UEKB und eine Umkehrung des Trends
zu erkennen. In R1 und R4 konnte bei d=10µm bis UˆPuls=150V keine Keimbildung
10Durch diese Darstellung soll hervorgehoben werden, dass eine Abha¨ngigkeit nicht nur fu¨r den
Mittelwert mehrerer Messungen, sondern sogar innerhalb einer einzelnen Messreihe erkennbar ist.
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Abb. 3.8: Abha¨ngigkeit von UEKB vom Elektrodenabstand: a fu¨r eine Elektrode vom
Typ kKi mit Gegenelektrode vom Typ gKb und b fu¨r eine Elektrode vom
TypGS mit Gegenelektrode vom Typ kKb. Die Keimbildung fand in allen Ver-
suchen an der linken Elektrode mit negativer Pulspolarita¨t statt. Dargestellt
sind Messwerte von jeweils vier Messreihen R1-R4. Pfeile und eine Schraffie-
rung des Bereichs in a deuten an, dass die Keimbildung bei d=10µm bis zur
maximalen untersuchten Pulsho¨he von UEKB=150V nicht erfolgreich war. Ver-
bindungslinien zwischen den Punkten dienen zur Verdeutlichung des Trends.
beobachtet werden. Ho¨here Werte der Pulsamplitude wurden nicht untersucht, um
das Risiko eines Funkenu¨berschlages, welcher eine Vera¨nderung der Elektroden-
oberfla¨che zur Folge gehabt ha¨tte, zu vermeiden11.
A¨hnliche Ergebnisse zeigten sich bei Verwendung einer gea¨tzten Goldspitze
(TypGS ) und einer kleinen Kugelelektrode (Typ kKb) (siehe Abb. 3.8 b). In R1-R4
ist eine signifikante Abnahme von UEKB bei Reduzierung des Elektrodenabstan-
des von d=100µm (U¯EKB=(290±40)V, n=6) auf d=10µm (U¯EKB=(160±30)V,
n=4) erkennbar (P=0,0004). In R3 zeigt sich eine leichte Zunahme von UEKB bei
Verringerung des Abstandes von d=10µm auf d=2,5µm.
Fu¨r beide Elektrodenpaare wurde eine gleichartige Abha¨ngigkeit UEKB von d beob-
achtet. Der kleinere Spitzendurchmesser des zweiten Paares (TypGS und Typ kKb)
scheint jedoch zu einer Verschiebung der Abha¨ngigkeit hin zu kleineren Elektro-
denabsta¨nden zu fu¨hren.
Die beobachtete Abha¨ngigkeit kann allerdings nicht auf alle Elektrodentypen u¨ber-
11In verschiedenen anderen Versuchsabla¨ufen wurde ein Funkenu¨berschlag bei kleinen Elektroden-
absta¨nden und hoher Pulsamplitude beobachtet, der jedoch nur selten zur Eiskeimbildung fu¨hrte.
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Abb. 3.9: Abha¨ngigkeit von UEKB vom Elektrodenabstand bei Eiskeimbildung an ei-
ner Goldspitzenelektrode (TypGS ) mit isolierter Gegenelektrode (Typ gKi):
a Mittelwert mehrerer Messreihen, b Einzelwerte aus vier Messreihen R1-R4.
In a wurden Messwerte aus Versuchen mit τP=2,5 und 240ms aufgrund der
A¨hnlichkeit der Werte von UEKB zusammengefasst (siehe auch Kap. 3.3.4).
Mit einem Stern gekennzeichnete Punkte deuten jedoch an, dass die Zuver-
la¨ssigkeit der Keimbildung bei τP=240ms und geringem Elektrodenabstand
(schraffierter Bereich) beeintra¨chtigt wurde (siehe Text).
tragen werden. Abb. 3.9 zeigt, dass fu¨r die eingesetzten Elektrodenpaare gea¨tzte
Goldspitze (Typ iGS ) und isolierte Kugel (Typ gKi) keine signifikante Vera¨nde-
rung von UEKB bei Reduzierung von d beobachtet werden kann. Allerdings zeigt
sich wiederum eine Beeintra¨chtigung der Keimbildung bei kleinen Elektrodenab-
sta¨nden (< 100µm). Fu¨r τP=240ms konnte die Keimbildung in einzelnen Versu-
chen bei d=50µm bis zur maximal applizierten Pulsho¨he von UˆPuls=650V und
bei d=10µm bis 800V nicht ausgelo¨st werden (Abb. 3.9 a)12. Anschließend war bei
diesen Versuchen auch eine Keimbildung bei gro¨ßerem Elektrodenabstand und Pul-
sen bis 2,2 kV nicht mehr mo¨glich. Erst die Applikation eines Pulses mit positiver
Polarita¨t konnte das System in den urspru¨nglichen Zustand zuru¨ckversetzen. Bei
ku¨rzeren Pulsen (τP=2,5ms) wurde ein solches Verhalten nicht beobachtet. Dieses
wird auch anhand von vier Einzelversuchsreihen eines weiteren Experiments mit
τP=2,5ms deutlich, welche in Abb. 3.9 b dargestellt sind.
Bei Verwendung von zwei vollsta¨ndig isolierten Kugelelektroden konnte eine Ab-
12In diesen Versuchen konnte eine ho¨here Pulsamplitude als in den Versuchen zu Abb. 3.8 gewa¨hlt
werden, da ein Funkenu¨berschlag durch die Isolationsschicht der Kugelelektrode erst bei einer
ho¨heren Potenzialdifferenz stattfindet.
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ha¨ngigkeit der zur Eiskeimbildung beno¨tigten Pulsho¨he UEKB vom Elektrodenab-
stand im Bereich 5<d< 5000µm ebenfalls nicht nachgewiesen werden (ohne Ab-
bildung). Außerdem wurde beobachtet, dass die Keimbildung auch bei sehr gerin-
gem Elektrodenabstand nicht zwangsla¨ufig im Bereich zwischen den Elektroden,
sondern an unterschiedlichen Punkten der Kugeloberfla¨che stattfand (siehe auch
Kap. 3.4.3).
Zusammenfassend ist zu bemerken, dass eine Reduzierung der zur elektrisch indu-
zierten Eiskeimbildung beno¨tigten Pulsho¨he UEKB bei Verringerung des Elektro-
denabstandes nur beobachtet wurde, wenn bei Versuchselektrode und Gegenelek-
trode ein direkter Kontakt zwischen Metall (Au) und Probe bestand.
3.3.4 Einfluss der Pulsdauer
Im vorangehenden Abschnitt wurde gezeigt, dass die induzierte Eiskeimbildung
auch bei großem Elektrodenabstand problemlos mo¨glich ist. Fu¨r die folgenden Ver-
suchen wurde die Gegenelektrode daher so positioniert, dass sie nicht in die Probe
eintaucht (=Einzelelektrodenmessung). Die Untersuchungen konzentrieren sich auf
einzelne unterschiedliche Elektrodentypen. Ein Faradayscher Stromfluss durch die
Probe ist ausgeschlossen.
Der Einfluss der Pulsbreite auf die beno¨tigte Pulsho¨he UEKB ist vom Elektro-
dentyp abha¨ngig. Abb. 3.10 zeigt diese Abha¨ngigkeit im Vergleich zwischen einer
Goldspitze (TypGS ) und einer isolierten Goldkugel (Typ gKi). Im Falle der Ku-
gelelektrode ist die gro¨ßte Vera¨nderung fu¨r kleine Werte von τP zu beobachten,
wa¨hrend sich bei großem τP eine Sa¨ttigung abzeichnet. Die Erho¨hung der Puls-
breite von τP=0,36ms auf τP=240ms fu¨hrt zu einer Reduzierung der beno¨tigten
Pulsho¨he von UEKB=(1,40±0,34) kV auf UEKB=(0,45±0,06) kV (Abb. 3.10 a). Bei
Verwendung der Goldspitzenelektrode (Abb. 3.10 bs) bleibt UEKB mit Werten von
UEKB=(0,43±0,06) kV bei τP=0,08ms und UEKB=(0,37±0,03) kV bei τP=240ms
im gesamten untersuchten Bereich von τP beinahe unvera¨ndert. Nahezu u¨berein-
stimmende Werte lieferten Versuche mit einer weiteren Elektrode vom Typ GS
(4). Auch beim Einsatz einer blanken Kugelelektrode (Typ gKb) konnte inner-
halb der Fehlergrenzen kein Einfluss von τP auf UEKB festgestellt werden (ebenfalls
Abb. 3.10 b).
Beim Einsatz der glasummantelten Elektrode aus Abschnitt 3.3.1 (TypGE ) ist
ein Einfluss der Pulsdauer lediglich im Bereich sehr niedriger Werte von τP zu
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Abb. 3.10: Vera¨nderung von UEKB bei Variation der Pulsdauer τP bei Einzelelektro-
denmessung und negativer Pulspolarita¨t a fu¨r eine isolierte Kugelelektrode
(Typ gKi) und b fu¨r eine blanke Kugelelektrode (Typ gKb) bzw. eine Gold-
spitzenelektrode (TypGS ). Es sind teilweise mehrere Messreihen mit indivi-
duell hergestellten Elektroden des gleichen Typs dargestellt. Die Ordinate ist
in a und b identisch. Nicht sichtbare Fehlerbalken der Standardabweichung
sind kleiner als die entsprechenden Symbole.
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Abb. 3.11: Einfluss von τP auf UEKB im Falle einer glasummantelten Elektrode
(TypGE ). Dargestellt ist der Verlauf fu¨r negative und positive Pulspolari-
ta¨t. Fehlerbalken markieren die Standardabweichung der Messwerte.
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beobachten (siehe Abb. 3.11). Fu¨r eine erfolgreiche EKB an dieser Elektrode
mu¨ssen relativ niedrige Probentemperaturen, also eine gro¨ßere Unterku¨hlung,
gewa¨hlt werden. Bei T=−3, 5 ◦C zeigt sich eine deutliche Verringerung von UEKB
bei Erho¨hung der Pulsbreite von τP=0,36ms auf τP=2,5ms. Die Absenkung
von UEKB ist sowohl bei negativer (P=0,0003) als auch bei positiver Polarita¨t
(P=0,003) signifikant. Eine weitere Erho¨hung von τP=2,5ms auf τP=240ms
bewirkt nur noch eine vergleichsweise geringe, nicht signifikante Vera¨nderung von
UEKB.
3.3.5 Temperaturabhängigkeit der induzierten
Eiskeimbildung
Bei der Betrachtung der Abha¨ngigkeit von UEKB von der Probentemperatur muss
wiederum klar zwischen den einzelnen Elektrodentypen unterschieden werden. Ab-
bildung 3.12 a verdeutlicht, dass diese Abha¨ngigkeit fu¨r Kugelelektroden trotz un-
terschiedlicher Oberfla¨chenmodifikationen qualitativ sehr a¨hnlich ist: Eine Ernie-
drigung der Probentemperatur ermo¨glicht die Keimbildung bei deutlich geringe-
ren Werten von UEKB. Fu¨r eine vollsta¨ndig isolierte Kugelelektrode mit Einschnitt
(Typ gKiS ) sinkt UEKB von (1,9±0,1) kV bei T=−0, 5 auf (0,40±0,05) kV bei
T=−6, 0 ◦C ab. Je kleiner die Elektrodenstrukturen werden, desto geringer wirkt
sich T auf UEKB aus. Beim Einsatz einer kleine Kugelelektrode vom Typ kKi wird
mit UEKB=525V bei T=−0, 5 ◦C und UEKB=230V bei T=−2, 5 ◦C fu¨r τP=2,5ms
noch eine geringe Abha¨ngigkeit beobachtet, wa¨hrend fu¨r die Goldspitze UEKB im
untersuchten Bereich mit (0,42±0,02) kV bei T=−1, 0 ◦C und (0,38±0,01) kV bei
T=−3, 0 ◦C quasi konstant ist (siehe Abb. 3.12 b).
3.3.6 Einfluss von Additiven
Im Hinblick auf eine praktische Anwendung des Verfahrens im Bereich der Kryo-
konservierung wurde der Einfluss von unterschiedlichen gelo¨sten Stoffen (Soluten),
welche ha¨ufig als Gefrierschutzadditive eingesetzt werden, auf die induzierte EKB
untersucht. Abb. 3.13 zeigt die Wirkung der Additive HES (Hydroxyethylsta¨rke,
Molekulargewicht 200 000 g/mol, Fresenius Kabi Austria GmbH, Graz, O¨sterreich),
Glucose (D(+)-Glucose, Merck KGaA, Darmstadt) und Glycerol (Merck KGaA)
auf die Keimbildung. Abweichend vom Versuchsablauf in den vorangehenden Ab-
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Abb. 3.12: Vera¨nderung der fu¨r die Eiskeimbildung beno¨tigten Pulsho¨he UEKB bei Va-
riation der Probentemperatur fu¨r unterschiedliche Elektrodentypen in Einzel-
elektrodenmessung: a Kugelelektroden mit unterschiedlicher Oberfla¨chenmo-
difikation (Typ gKb, Typ gKiS, Typ gKbr von oben nach unten in der Legen-
de). b Goldspitzenelektrode (TypGS ) und kleine Kugelelektrode (Typ kKi).
Die Ordinate ist in a und b identisch. Nicht sichtbare Fehlerbalken der Stan-
dardabweichung sind kleiner als die entsprechenden Symbole.
schnitten wurde eine konstante Pulsho¨he von 4,5 kV gewa¨hlt und die Probentem-
peratur mit einer Rate von −1K/min abgesenkt. Pulse wurden in einem zeitlichen
Abstand von ∆t=3 s appliziert (siehe auch [93]). Die Messgro¨ße ist in diesem Fall
die Temperatur Tmaxn bei der es zur induzierten Eiskeimbildung kommt. Diese Gro¨ße
ist von besonderer Relevanz fu¨r die praktische Anwendung. Sie gibt die maximale
Temperatur an, bis zu der die elektrisch induzierte Eiskeimbildung fu¨r die jeweilige
Lo¨sung zur kontrollierten Einleitung der Kristallisation genutzt werden kann.
Es zeigt sich fu¨r alle drei Additive eine etwa lineare Absenkung von UEKB mit
zunehmender Additivkonzentration. Die Zugabe von Glycerol fu¨hrt bei vergleich-
barer Stoffkonzentration zur sta¨rksten Erniedrigung von Tmaxn , HES zur geringsten.
Betrachtet man die auf die Gleichgewichtsfriertemperatur Ts bezogene minimal
notwendige Unterku¨hlung ∆Tminn =Ts -T
max
n der Lo¨sung, zeigt sich jedoch fu¨r alle
Additive ein a¨hnliches Verhalten. Aus Abb. 3.13 sind fu¨r eine Konzentration von
c=100 g/l Werte von ∆Tminn =1,6
◦C fu¨r HES, 1,0 ◦C fu¨r Glucose und 1,2 ◦C fu¨r
Glycerol zu entnehmen. Im untersuchten Konzentrationsbereich, welcher die u¨bli-
chen Konzentrationen bei der Verwendung als Gefrierschutzadditive abdeckt, sind
die Werte von ∆Tminn moderat. Der Einsatz der elektrisch induzierten Eiskeimbil-
dung direkt innerhalb der Probe ist im Konzentrations- und Temperaturbereich
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Abb. 3.13: Einfluss der Additive HES (Hydroxyethylsta¨rke), Glucose und Glycerol auf
die induzierte Eiskeimbildung an einer Elektrode des Typs SE. Dargestellt ist
die Abha¨ngigkeit von Tmaxn von der Stoffkonzentration c (gefu¨llte Symbole).
Zusa¨tzlich ist die berechnete Absenkung der Gleichgewichtsfriertemperatur
Ts fu¨r die untersuchten Additivkonzentrationen eingetragen (offene Symbo-
le). Geringfu¨gig unterschiedliche Werte von Tmaxn bei c=0g/l sind auf die
individuelle Elektrodenpra¨paration zuru¨ckzufu¨hren. Nicht sichtbare Fehler-
balken der Standardabweichung sind kleiner als die entsprechenden Symbole.
unterhalb der jeweiligen Kurve von Tmaxn mo¨glich
13. Die angegebenen Werte bezie-
hen sich auf den eingesetzten Elektrodentypus (Typ SE ) und die entsprechenden
Pulsparameter (UˆPuls=4,5 kV, τP=1,4ms). Es wurde eine kurze Pulsdauer gewa¨hlt,
um eine mo¨gliche Beeinflussung der Keimbildungsverha¨ltnisse durch vorangehende
Pulse zu reduzieren.
Um den U¨bergangsbereich von T>Tmaxn (EKB nicht mo¨glich) zu T<T
max
n (EKB
13Fu¨r eine zuverla¨ssige Eiskeimbildung muss allerdings die Streuung der Werte von Tmaxn beru¨ck-
sichtigt und eine entsprechend niedrigere Temperatur gewa¨hlt werden.
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Abb. 3.14: UEKB in Abha¨ngigkeit der Probentemperatur T fu¨r unterschiedliche Konzen-
trationen des Additivs Glycerol von c=0 (l) , 25 (n), 50 (s) und 100 g/l
(t). Die Kurvenverla¨ufe orientieren sich an den Messpunkten und deuten die
Abha¨ngigkeit UEKB von T fu¨r die unterschiedlichen Werte von c an. Hierbei
wurden die Werte UEKB> 3 kV bei c=50 g/l und T=−1 ◦C sowie c=100 g/l
und T =−3 ◦C als Grenzwerte beru¨cksichtigt (siehe Text). Fehlerbalken geben
die Standardabweichung an.
mo¨glich) genauer zu untersuchen, wurde UEKB fu¨r c=0, 25, 50 und 100 g/l Glycerol
im Temperaturbereich −1 ◦C>T>−4 ◦C bestimmt. Wie Abb. 3.14 zu entnehmen
ist, steigt UEKB deutlich an, wenn bei zunehmender Temperatur ein gewisser von
der Konzentration abha¨ngiger Wert von T u¨berschritten wird. Bei einer Konzen-
tration von c=50 g/l liegt UEKB fu¨r T=−3 ◦C noch bei (0,53±0,06) kV, wa¨hrend
bei T=−1 ◦C die Keimbildung bis zum Maximalwert von 3 kV nicht ausgelo¨st wer-
den konnte. Entsprechende Werte fu¨r c=100 g/l fallen mit UEKB=(0,58±0,16) kV,
bei T=−4 ◦C und der bis 3 kV nicht erfolgreichen Keimbildung bei −3 ◦C, −2 ◦C
und −1 ◦C noch deutlicher aus. Obwohl fu¨r diese Versuche ein anderer Elektro-
dentyp eingesetzt wurde (Typ GSi)14, zeigt sich eine gute U¨bereinstimmung mit
den Ergebnissen aus Abb. 3.13 fu¨r Glycerol. Durch Interpolation lassen sich dort
Werte von Tmaxn =−0, 9 ◦C, −1, 54 ◦C und −3, 1 ◦C fu¨r c=25 g/l, 50 g/l und 100 g/l
entnehmen. Diese sind auch fu¨r die in Abb. 3.14 dargestellten Verla¨ufe als Tmaxn -
Grenzwerte vorstellbar.
14Es handelt sich hierbei um eine gea¨tzte Goldspitze (TypGS ), welche komplett mit Isolations-
lack u¨berzogen wurde. Nur die a¨ußerste Spitze bleibt aufgrund des kleinen Kru¨mmungsradius
unbenetzt.
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Abb. 3.15: Einfluss von NaCl auf die induzierte Eiskeimbildung an einer Elektrode vom
TypSE bei negativer Polarita¨t und Einzelelektrodenmessung. Analog zu
Abb. 3.13 ist die Abha¨ngigkeit von Tmaxn von der Salzkonzentration c bzw.
der Leitfa¨higkeit der Lo¨sung σ dargestellt (•). Eine Absenkung von Ts (◦) ist
bei dieser geringen Konzentration nicht zu beobachten. Nicht sichtbare Fehler-
balken der Standardabweichung sind kleiner als die entsprechenden Symbole.
3.3.7 Einfluss von Salzen
Im Gegensatz zum geringen Einfluss von nicht-ionischen Additiven wird die in-
duzierte Eiskeimbildung bei Zugabe von Salzen bereits bei geringsten Konzentra-
tionen beeintra¨chtigt. Abb. 3.15 zeigt die Absenkung von Tmaxn mit zunehmender
NaCl-Konzentration. Versuchsmethodik und Pulsparameter sind identisch mit den
in Abb. 3.13 dargestellten Untersuchungen zum Einfluss von HES, Glucose und
Glycerol. Im Fall von NaCl fu¨hrt bereits eine Konzentration von c ≈ 8mmol/l zu
einer Reduzierung von Tmaxn auf (−3, 7± 0, 4) ◦C, wa¨hrend die Erniedrigung von Ts
vernachla¨ssigbar ist [⇒ ∆Tminn ≈ (3, 7 ± 0, 4) ◦C]. Diese Konzentration stellt etwa
1/20 der Konzentration einer physiologischen Lo¨sung von 150mmol/l (=ˆ19mS/cm)
dar. Die Abha¨ngigkeit kann sehr gut durch die Funktion y = a×xb mit a = −1, 76
und b = 0, 35 angena¨hert werden (R2 = 0, 994). Extrapoliert auf 150mmol/l er-
gibt sich Tmaxn =−10, 1 ◦C. Tatsa¨chlich konnte die EKB in einer physiologischen
NaCl-Lo¨sung jedoch auch bei einer Temperaturabsenkung bis −14 ◦C in keinem
Versuch induziert werden. Dies ko¨nnte auf die Existenz eines Grenzwertes fu¨r die
Salz-Konzentration hinweisen, oberhalb welchem die Pulsapplikation wirkungslos
bleibt.
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Abb. 3.16: Einfluss von NaCl und KCl auf die zur Keimbildung beno¨tigte Spannung
UEKB an einer Elektrode vom TypGS bei negativer Polarita¨t und Einzel-
elektrodenmessung. Der Keimbildungsort springt bei einer Leitfa¨higkeit von
σ=5µS/cm von der Elektrodenspitze (offene Symbole) zum Elektrodenschaft
(gefu¨llte Symbole). Nicht sichtbare Fehlerbalken der Standardabweichung
sind kleiner als die entsprechenden Symbole.
Der Einfluss von NaCl und KCl auf UEKB bei konstanter Temperatur und Ver-
wendung einer Goldspitzen-Elektrode (TypGS ) ist in Abb. 3.16 dargestellt. Die
Keimbildung an der Elektrodenspitze wird bei Werten σ < 5µS/cm kaum beein-
flusst. Bei σ=5µS/cm findet die EKB jedoch nicht mehr ausschließlich an der
Elektrodenspitze, sondern in einzelnen Versuchen am Elektrodenschaft statt. Die
Verschiebung des Keimbildungsortes ist gleichzeitig mit einer sprunghaften Erho¨-
hung von UEKB verbunden [von (0,46±0,04) auf (0,76±0,07) kV fu¨r NaCl und von
(0,47±0,04) auf (0,85±0,07) kV fu¨r KCl]. Bei weiterer Konzentrationserho¨hung fin-
det die EKB ausschließlich am Elektrodenschaft statt und UEKB steigt mit zuneh-
mender Konzentration deutlich an. Bei der gewa¨hlten Darstellung von UEKB in
Abha¨ngigkeit von der Leitfa¨higkeit der Lo¨sung zeigt sich fu¨r NaCl und KCl ein
fast deckungsgleicher Verlauf. Diese Untersuchungen weisen darauf hin, dass ab
einer gewissen Salzkonzentration die gu¨nstigen Keimbildungseigenschaften an ei-
ner Elektrodenspitze verloren gehen. Mo¨gliche Gru¨nde hierfu¨r werden in Kap. 5.2.2
diskutiert.
Einfachere Verha¨ltnisse liegen bei einer Elektrode mit Isolationsschicht, einer so-
genannten
”
blocking“-Elektrode vor. Bei diesem Elektrodentyp werden chemische
Reaktionen und ein Ladungstransfer an der Grenzfla¨che Elektrode/Lo¨sung ver-
mieden. Abb. 3.17 zeigt den Einfluss von NaCl auf UEKB bei Temperaturen von
−1, 0 ◦C, −2, 5 ◦C und −4, 0 ◦C fu¨r eine isolierte Kugelelektrode (Typ gKi). Bei
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Abb. 3.17:Wirkung von NaCl auf die induzierte Eiskeimbildung bei Probentemperaturen
T=−1, 0 ◦C, −2, 5 ◦C und −4, 0 ◦C fu¨r eine Elektrode vom Typ gKi bei ne-
gativer Polarita¨t und Einzelelektrodenmessung. In a sind zur Verdeutlichung
nur Messwerte bei sehr niedrigen σ dargestellt, wa¨hrend b den gesamten un-
tersuchten Leitfa¨higkeitsbereich zeigt. Beide Abbildungen besitzen die gleiche
Skalierung bezu¨glich UEKB und es gilt die gleiche Legende. Waagerechte Bal-
ken markieren in b den Bereich, in dem eine induzierte Eiskeimbildung fu¨r
die jeweilige Temperatur mo¨glich ist. Außerdem ist die Unterteilung des Kur-
venverlaufs in die Bereiche 1 - 3 skizziert (siehe Text). Nicht sichtbare Fehler-
balken der Standardabweichung sind kleiner als die entsprechenden Symbole.
T=−1 ◦C ist eine etwa exponentielle Zunahme von UEKB zu beobachten. Dieses
streng monotone Verhalten liegt fu¨r T=−2, 5 ◦C nicht vor. Eine geringe Salzkon-
zentration mit einer Leitfa¨higkeit bis etwa σ=10µS/cm fu¨hrt nach Abb. 3.17 a
zu einer Absenkung von UEKB gegenu¨ber der in destilliertem Wasser beno¨tig-
ten Pulsho¨he (=Bereich 1 ). Hierbei sind die Werte von UEKB=(0,69±0,08) kV bei
σ=0,7µS/cm (H2O) und UEKB=(0,45±0,03) kV bei σ=3,8µS/cm signifikant un-
terschiedlich (P=0,00002). Auch bei T=−4 ◦C ist eine leichte Abnahme von UEKB ,
hier bei σ=5µS/cm gegenu¨ber Wasser ohne Salzzusatz, zu beobachten. Ein si-
gnifikanter Unterschied konnte bei dieser Temperatur jedoch nicht nachgewiesen
werden. Ab etwa 10µS/cm steigt UEKB entsprechend Abb. 3.17 b fu¨r T=−2, 5 ◦C
und −4 ◦C deutlich an (=Bereich 2 ). Die Zunahme verringert sich im Bereich
von 75 bis 175µS/cm bei T=−2, 5 ◦C und im Bereich von 100 bis 200µS/cm bei
T=−4 ◦C, bevor bei 200µS/cm (-2,5 ◦C) bzw. 350µS/cm (-4 ◦C) ein Grenzwert
erreicht wird (=Bereich 3 ). In einzelnen Versuchen fu¨hrt die Pulsapplikation bis
zum Maximalwert von 3 kV bei diesen Grenzkonzentrationen nicht mehr zur Keim-
bildung, angedeutet durch Pfeile an den entsprechenden Symbolen. Die Versuche
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Abb. 3.18: Abha¨ngigkeit der beno¨tigten Pulsho¨he UEKB von der Salzkonzentration im
Bereich sehr geringer Leitfa¨higkeit im Einzelelektrodenversuch: a Versuche
mit NaCl-Lo¨sung an einer Elektrode vom Typ gKi mit negativer Pulspola-
rita¨t, b Untersuchung mit NaCl- und KCl-Lo¨sung an der glasummantelten
Elektrode (TypGE ) bei positiver und negativer Polarita¨t. Offene Symbole
in b geben die Werte fu¨r Wasser ohne Salzzugabe an und sind als Refe-
renzpunkte fu¨r beide Versuchsreihen gu¨ltig. Als Fehlerbalken ist die jeweilige
Standardabweichung eingetragen.
zeigen, dass die Beeintra¨chtigung der EKB durch Salze in der Lo¨sung sehr stark
von der Probentemperatur abha¨ngt. Die maximale Salzkonzentration, bei der eine
induzierte EKB mo¨glich ist, lag in allen Versuchen deutlich unter dem Wert einer
physiologischen NaCl-Lo¨sung (150mmol/l =ˆ19mS/cm).
Es stellt sich die Frage, warum in Versuchen bei T=−1 ◦C im Gegensatz zu Versu-
chen bei tieferen Temperaturen ein positiver Einfluss geringer Salzkonzentrationen
nicht nachgewiesen werden konnte. Es wurden daher weitere Untersuchungen bei
−1 ◦C unter Variation der Pulsbreite τP durchgefu¨hrt. Wie Abb. 3.18 a zu entneh-
men ist, zeigt sich wiederum keine Absenkung von UEKB fu¨r τP=2,5ms und 240ms
(Elektrodentyp gKi). Bei einer kurzen Pulsdauer von τP=0,36ms ist jedoch eine
signifikante Reduzierung von UEKB=(1,52±0,12) kV fu¨r Wasser ohne Salzzusatz
und einer Leitfa¨higkeit von σ=0,7µS/cm auf (1,23±0,05) kV bei geringer Salz-
konzentration und σ=3,6µS/cm zu erkennen (P=0,0002). Offensichtlich spielt τP
bei Beteiligung von Salzen eine entscheidende Rolle. Im Fall der Glaselektrode aus
Kap. 3.3.1 ist eine Absenkung von UEKB bei T=−3, 5 ◦C und τP=0,36ms sowohl
fu¨r NaCl, als auch fu¨r KCl zu beobachten (Abb. 3.18 b). Dieser Elektrodentyp ver-
langt fu¨r eine erfolgreiche EKB eine entsprechend niedrige Probentemperatur. Auch
ein Wechsel der Pulspolarita¨t a¨ndert den prinzipiellen Verlauf nicht. Die Messwerte
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weisen zwar eine große Streuung auf, trotzdem kann eine signifikante Absenkung
von UEKB bei σ=3,6µS/cm gegenu¨ber Wasser ohne Salzzusatz fu¨r NaCl bei negati-
ver (P=4·10−6) und positiver (P=0,001) Pulspolarita¨t festgestellt werden, ebenso
fu¨r KCl bei negativer (P=0,001) und positiver Pulspolarita¨t (P=0,0003).
3.4 Ergebnisse II: Spezielle Erkenntnisse aus den
experimentellen Untersuchungen
Neben den bisher pra¨sentierten systematischen Parameter-Untersuchungen wurden
in einzelnen Versuchsreihen weitere Erkenntnisse gewonnen, welche fu¨r die Kla¨rung
des zugrunde liegenden Mechanismus von Bedeutung sind. Die wichtigsten sind in
den folgenden Abschnitten genannt.
3.4.1 Eiskeimbildung bei unterschiedlichen
Spannungsprofilen
Der durch einen Spannungspuls an der Elektrode erzeugte Potenzialverlauf zeigt in
Analogie zu einem Stufenpotenzial einen sprunghaften Anstieg auf den Maximal-
wert UˆPuls. Alternativ wurde untersucht, ob eine vergleichsweise langsame kontinu-
ierliche Spannungssteigerung in Form einer Rampenfunktion die EKB auszulo¨sen
vermag. Die Ergebnisse sind in Tab. 3.1 zusammengefasst. Sie zeigen fu¨r unter-
schiedliche Elektrodentypen, dass eine solche Spannungsrampe in der Regel nicht
zur Keimbildung fu¨hrt. Wa¨hrend die Keimbildung bei Pulsapplikation bei einem
mittleren Wert zwischen UEKB=0,45 kV und 2,3 kV immer erfolgreich war (zweite
Spalte in Tab. 3.1), fu¨hrte die Spannungsrampe lediglich in zwei Fa¨llen an einer
isolierten Kugelelektrode (Typ gKi) zur Keimbildung bei vergleichbaren Elektro-
denpotenzialen. In den u¨brigen Fa¨llen blieb eine Potenzialerho¨hung auch deutlich
u¨ber UEKB hinaus wirkungslos. In allen Versuchen war das Auftreten von Faraday-
schen Stro¨men entweder durch vollsta¨ndig isolierte Gegenelektroden oder aufgrund
von Einzelelektrodenversuchen ausgeschlossen. Bei einer zusa¨tzlichen Versuchsreihe
mit nicht isolierten Goldelektroden (Elektrode und Gegenelektrode vom Typ gKb)
wurde eine starke Blasenentwicklung beobachtet, jedoch bis Umax=2·UEKB keine
Keimbildung (siehe Abb.A.4 c).
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Tab. 3.1: Effektivita¨t der Eiskeimbildung fu¨r unterschiedliche Elektrodentypen bei An-
wendung eines Potenzialverlaufs in Form einer Spannungsrampe im Vergleich
zur Pulsapplikation. Die Spannungsrampe wird durch die Rate der Potenzialer-
ho¨hung [kV/s] und die maximale Spannung Umax charakterisiert. Wenn in der
Tabelle entsprechend angegeben, wurden mehrere Raten fu¨r den gleichen Elek-
trodentyp untersucht. Die Versuche wurden bei negativer Polarita¨t der Keim-
bildungselektrode, T=-1 ◦C und im Falle der Pulsapplikation mit τP=240ms
(τP=2,5ms bei mit ? markiertem Versuch) durchgefu¨hrt. Die große Diskrepanz
der Werte von UEKB zwischen Elektroden von Typ gKi ist auf die individu-
elle Elektrodenpra¨paration mit einer unterschiedlichen Isolationsschichtdicke
zuru¨ckzufu¨hren. Weitere Details siehe Text.
El.-typ Puls Potenzialrampe
UEKB [kV] Rate [kV/s] Umax [kV] EKB
gKi 0,45 0,1 ; 0,03 - ja (0,7/0,8 kV)
gKi 0,45 0,017 1,1 nein
GS 0,4 0,07 ; 0,13 1,0 nein
GS 0,3 0,017 ; 0,03 ; 0,07 2,0 nein
gKbr? 1,8 0,07 2,8 nein
gKi 1,3 0,1 ; 1,7 2,5 nein
gKi 2,3 1,7 3,0 nein
3.4.2 Hochgeschwindigkeitsaufnahmen der Eiskeimbildung
Nach Kap. 3.3.4 wird die EKB bei Elektroden mit Isolationsschicht deutlich durch
die Pulsdauer τP beeinflusst. Durch den Einsatz einer Hochgeschwindigkeitskamera
(Photron Fastcam-1024PCI 100K) sollte gekla¨rt werden, in wie weit sich das Zeit-
fenster in dem die Keimbildung stattfindet, im Falle la¨ngerer Pulse ausdehnt. Hier-
zu wurde die Verzo¨gerung ∆t?EKB zwischen Pulsapplikation und Sichtbarwerden des
Eiskeimes fu¨r τP=0,36ms und τP=240ms verglichen. Es kam die in Kap. 3.3.1 be-
schriebene Glaselektrode zum Einsatz. Der Aufnahmestart wurde mit dem Schalt-
signal fu¨r das Hochspannungsrelais getriggert. Bei den ermittelten Werten von
∆t?EKB=(4,6±1, 9)ms fu¨r τP=0,36ms (n=7 Messwerte) und ∆t?EKB=(4,0±1, 2)ms
fu¨r τP=240ms (n=5) kann innerhalb der Fehlergrenze kein Unterschied festgestellt
werden (Bildrate: 1000Bilder/s). Mit der fu¨r die verwendeten Relais angegebenen
Schaltzeit von 3,5ms, welche von ∆t?EKB subtrahiert werden muss, kann das Zeit-
fenster der Keimbildung fu¨r beide Pulsbreiten auf ∆tEKB=∆t
?
EKB−3, 5ms≈ 1ms
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abgescha¨tzt werden. Es ist jedoch zu beru¨cksichtigen, dass der exakte Zeitpunkt der
Keimbildung mit dieser optischen Methode nicht erfassbar ist. Der Keim kann erst
ab einer bestimmten Gro¨ße im Mikroskopbild detektiert werden. Außerdem kann
die Keimbildung an einem verdeckten Ort stattfinden, sodass der Kristall erst nach
einer gewissen Wachstumszeit sichtbar wird.
Zusa¨tzliche Versuche mit einer Goldspitze (TypGS ) zeigten, dass das Zeitfenster
der Eiskeimbildung fu¨r τP=2,5ms weiter eingeschra¨nkt werden kann: Durch das
Ablo¨sen einer Luftblase von der Elektrodenspitze konnte der Zeitpunkt des Span-
nungssprungs direkt beobachtet werden. Bei einer zeitlichen Auflo¨sung der Kamera
von 1/1000 s wurden Blasenablo¨sung und Eiskeim im selben Einzelbild beobachtet.
Beru¨cksichtigt man die Wachstumszeit des Eiskeims bis zur detektierbaren Gro¨ße
ergibt sich ∆tEKB < 1ms.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Keimbildung auch bei Erho¨hung
der Pulsbreiten auf τP=240ms in einem verha¨ltnisma¨ßig kurzen Zeitfenster von
etwa 1ms nach Auftreten des elektrischen Feldes stattfindet.
3.4.3 Ort der Keimbildung an der Elektrode
In Kap. 3.3.1 wurden bereits die Keimbildungsorte an zwei speziellen Elektroden-
typen analysiert. In diesem Abschnitt wird die Auswertung fu¨r die bei den Para-
meteruntersuchungen am ha¨ufigsten eingesetzten Elektrodentypen gKi, gKb und
GS erga¨nzt. Hierzu wurden die Videosequenzen der Versuche analysiert und die
Keimbildung dem Ort zugeordnet, an dem der Kristall zuerst sichtbar wurde. Die
Keimbildungsorte auf der Kugeloberfla¨che werden hierdurch auf den im Mikroskop
sichtbaren Umfangskreis projiziert. Zwar ko¨nnen die Keimbildungsorte so nicht ex-
akt bestimmt werden, aber ihre Verteilung auf der Elektrodenoberfla¨che kann gut
erfasst werden.
Abb. 3.19 zeigt, dass die Keimbildung im Fall der isolierten Kugelelektrode prin-
zipiell auf der gesamten Kugelfla¨che beobachtet wird. Die Keimbildungsdichte ist
jedoch ra¨umlich nicht gleichma¨ßig verteilt. Es werden Bereiche oder Punkte beson-
ders hoher Keimbildungswahrscheinlichkeit beobachtet. Auf der Kugelfla¨che der
blanken Goldelektrode wurde die Keimbildung in keinem der ausgewerteten Versu-
che festgestellt. Der U¨bergang von der Isolationsschicht zum Metall war in diesem
Fall der bevorzugte Keimbildungsort. Bei Einsatz der Goldspitze fand die Keim-
bildung in reinem H2O stets am a¨ußersten Ende der Spitze, dem Ort des kleinsten
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Abb. 3.19: Orte der Eiskeimbildung fu¨r die Elektrodentypen a gKi, b gKb und c GS
(zweidimensionale Projektionen). Die Keimbildungsorte der vier jeweils ana-
lysierten Versuchsreihen V1-V4 sind durch unterschiedlich schattierte Marker
an der Elektrodenoberfla¨che gekennzeichnet.
Kru¨mmungsradius, statt. Bei Elektroden, welche nach dem A¨tzvorgang einen zu
großen Kru¨mmungsradius aufwiesen, wurde eine Keimbildung an der Spitze nicht
beobachtet. In diesem Fall war der U¨bergang Metall/Isolation am Schaft der Elek-
trode bevorzugter Keimbildungsort. Entsprechende Elektroden wurden nicht weiter
eingesetzt. Eine Verschiebung des Keimbildungortes von der Spitze zum Schaft der
Elektrode wurde bei Zusatz geringer Mengen NaCl oder KCl beobachtet (siehe
Kap. 3.16).
Die Simulation der Feldverteilung belegt, dass die Orte bevorzugter Keimbildung
und die Bereiche ho¨chster Feldsta¨rke u¨bereinstimmen (Abb. 3.20). Dies ist eindeu-
tig erkennbar fu¨r die Elektrodentypen gKb und GS. Im Fall der Elektrode vom
Typ gKi muss beachtet werden, dass die Isolationsschichtdicke, idealerweise als ho-
mogen angenommen, u¨ber der Kugelfla¨che variiert. Diese Rauigkeit wurde mittels
REM (Rasterelektronenmikroskopie) nachgewiesen, entsprechende Bilder sind in
Abb.A.6 zu finden. In Abb. 3.20 a ist die lokale Feldsta¨rkenerho¨hung durch eine zu-
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Abb. 3.20: FEM-Simulationen der Feldverteilung in der Probe (Wasser) fu¨r die Elek-
trodentypen aus Abb. 3.19. Das elektrische Potenzial der Metalloberfla¨che
wurde entsprechend den typischen Werten von UEKB fu¨r den jeweiligen Elek-
trodentyp auf a Typ gKi ϕE=1,4 kV, b Typ gKb ϕE=1,4 kV und c TypGS
ϕE=0,33 kV eingestellt (siehe auch Text).
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sa¨tzlich aufgebrachte Rauigkeit zu erkennen. Die Feldsta¨rke an der Oberfla¨che ist
dementsprechend nicht homogen, sondern stark von der lokalen Beschaffenheit der
Isolationsschicht (Dicke, Rauigkeit) abha¨ngig. Bereiche hoher Keimbildungsdich-
te in Abb. 3.19 sind vermutlich durch gu¨nstige lokale Oberfla¨chenbeschaffenheiten
der Isolationsschicht zu erkla¨ren. Es fa¨llt auf, dass die maximale Feldsta¨rke an
der Elektrodenoberfla¨che bei der Goldspitze etwa um zwei Gro¨ßenordnungen u¨ber
derjenigen der blanken oder der isolierten Kugelelektrode (letztere mit Rauigkeit)
liegt. Wie es trotzdem in allen Fa¨llen zu einer Eiskeimbildung kommen kann, wird
in Kap. 5.2 diskutiert werden.
In Kap. 5 werden die experimentellen Untersuchungen an der Goldspitze zur
U¨berpru¨fung des theoretischen Modells der elektrisch induzierten Eiskeimbildung
(Kap. 4) herangezogen. Um die Feldsta¨rke EEKB abscha¨tzen zu ko¨nnen, welche zur
Keimbildung fu¨hrt, soll der Ort der EKB an der Elektrodenspitze weiter eingekreist
werden. Die Feldsta¨rke unmittelbar vor der Oberfla¨che der als halbkugelfo¨rmig an-
genommenen Spitze ist zwar in etwa konstant, sie nimmt im Bereich des Schaftes
jedoch deutlich ab (siehe Abb. 3.20 c). Die Orientierung des entstehenden Eiskris-
talls la¨sst Ru¨ckschlu¨sse auf den Keimbildungsort zu. Es kann angenommen wer-
den, dass die Wahrscheinlichkeit fu¨r die Bildung eines Keims mit Orientierung der
c-Achse (Richtung des [0001]-Gittervektors) senkrecht zur Substratoberfla¨che ho¨her
ist, als fu¨r
”
gekippte“ Orientierungen: Erstere ist aufgrund der gro¨ßeren Kontakt-
fla¨che mit dem Substrat energetisch gu¨nstiger (siehe Kap. 2.2.1). Außerdem legt die
Orientierung der Wassermoleku¨le im elektrischen Feld die Bildung eines Kristalls
mit c-Achse parallel zum Vektor des elektrischen Feldes E und damit senkrecht zur
Oberfla¨che nahe15. In den experimentellen Untersuchungen dieser Arbeit konnte
diese bevorzugte Kristallorientierung bei der Keimbildung, besonders beim Einsatz
von Kugelelektroden, wegen ihrer definierten und klar erkennbaren Kontur besta¨-
tigt werden (siehe z. B. Abb. 3.22 c).
In Abb. 3.21 ist dargestellt, wie mit dieser Erkenntnis bei feinen Elektrodenspitzen
von der Kristallorientierung auf den Keimbildungsort geschlossen werden kann.
Kristallorientierungen mit einem kleinen Winkel α zwischen c-Achse und Sym-
metrieachse der Elektrode wird ein Keimbildungsort nahe dem Scheitelpunkt der
Spitze zugeordnet. Fu¨r α≈ 90◦ wird die Keimbildung nahe am oder auf dem Elek-
trodenschaft vermutet. Experimentell wird diese Annahme durch Versuche besta¨-
tigt, bei denen in den Videosequenzen der Keimbildungsort zweifelsfrei am Schaft
15Auf einem metallischen Leiter steht der Vektor des elektrischen Feldes stets senkrecht zur Ober-
fla¨che
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der Spitze

1
2
Abb. 3.21: Betrachtung der Kristallorientierung: a-b Mikroskopieaufnahmen des Wachs-
tums eines Ih-Einkristalls nach EKB an einer Goldspitze zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten, c Schematische Darstellung der Kristallorientierung auf der
Elektrodenoberfla¨che zur Abscha¨tzung des Keimbildungsortes; d Mikrosko-
pieaufnahme und e Kristallorientierungen (c-Achsen) eines weiteren Versuchs,
in dem sich bei Pulsapplikation mehrere Keime unterschiedlicher Orientierung
bildeten.
nachgewiesen werden konnte. Es wurden dort u¨berwiegend Werte von α≈ 90◦ beob-
achtet. An der Elektrodenspitze bilden sich wa¨hrend des HV-Pulses ha¨ufig mehrere
Eiskristalle mit diversen Kristallorientierungen, welche unterschiedlichen Keimbil-
dungsorten auf der Spitze zugeordnet werden ko¨nnen (siehe Abb. 3.21d, e). In der
Regel ist hierbei zumindest ein Kristall mit kleinem Winkel α vertreten. Die Abwei-
chung der tatsa¨chlichen Form der Elektrodenspitze von der idealisierten Halbkugel-
form la¨sst eine exakte Bestimmung des Keimbildungsortes nicht zu. Die Forderung
kleiner α-Werte schra¨nkt den Keimbildungsbereich jedoch ausreichend ein, um die
Gro¨ßenordnung der fu¨r die Keimbildung an der Spitze notwendigen Feldsta¨rke in
Kap. 5.1 abscha¨tzen zu ko¨nnen.
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a b c
Abb. 3.22: Zeitliche Abfolge von Mikroskopiebildern der elektrisch induzierten Eiskeim-
bildung an drei unterschiedlichen Elektrodentypen: a Kristallwachstum zu den Zeitpunk-
ten 0 s, 0,08 s, 0,4 s, 1,2 s und 2,0 s nach Anlegen des Hochspannungspulses an einer Gold-
spitze (TypGS ), b zu den Zeitpunkten 0 s, 0,4 s, 1,6 s, 4,8 s und 8,4 s an einer kleinen
Goldkugelelektrode mit Isolationsschicht (Typ kKi) und c zu den Zeitpunkten 0 s, 0,2 s,
0,8 s, 2,4 s und 4,0 s an einer großen Goldkugel mit Isolationsschicht (Typ gKi). Die Pro-
bentemperatur betrug in allen Fa¨llen TP=−1 ◦C. Der Skalierungsbalken im jeweils un-
tersten Bild entspricht 500µm.
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4 Theoretisches Modell der
elektrisch induzierten
Eiskeimbildung
Bezu¨glich des zugrundeliegenden Mechanismus der elektrisch induzierten Eiskeim-
bildung liefern die in Kap. 3.3 beschriebenen experimentellen Untersuchungen fol-
gende Erkenntnisse:
• Effekte wie Gasblasenbildung, Metallhydratkomplexbildung, Funkenentla-
dung oder Grenzfla¨chenverschiebung ko¨nnen die Eiskeimbildung unter be-
stimmten experimentellen Bedingungen unterstu¨tzen (siehe Kap. 2.3.1). Sie
scheiden als Erkla¨rungsansatz fu¨r die in der Literatur und in eigenen Ver-
suchen beobachtete unmittelbare Wirkung des elektrischen Feldes auf die
Keimbildung jedoch aus (siehe Kap. 3.3.1).
• Die Keimbildung wurde stets in Bereichen auf der Elektrodenoberfla¨che beob-
achtet, fu¨r die in den FEM-Simulationen die ho¨chste Feldsta¨rke vorhergesagt
wird. Dies gilt sowohl auf Metall- als auch auf Isolatoroberfla¨chen (Kap. 3.3.1
und 3.4.3).
• Ist die notwendige Feldsta¨rke (Pulsho¨he) erreicht, findet die Keimbildung in
einem Zeitfenster von µs bis wenigen ms statt (siehe Kap. 3.4.2). Das elektri-
sche Feld muss die Keimbildungsrate entsprechend erho¨hen.
Basierend auf diesen zentralen Erkenntnissen wird in diesem Kapitel ein Modell pra¨-
sentiert, welches die Wirkung eines statischen elektrischen Feldes auf die heterogene
Keimbildung beschreibt. Hierzu wird ein idealisiertes System betrachtet, welches
aus einer ebenen Elektrodenoberfla¨che sowie reinem, ionenfreiem Wasser besteht.
Elektrolytische Prozesse an der Elektrodenoberfla¨che werden zuna¨chst ausgeschlos-
sen. Der U¨bergang zum realen System sowie die Interpretation der experimentellen
Ergebnisse aus Kap. 3.3 vor dem Hintergrund dieses Modells werden in Kapitel 5
diskutiert.
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4.1 Energetik der Eiskeimbildung im elektrischen
Feld
Zur Herleitung der Keimbildungscharakteristik im elektrischen Feld wird im Fol-
genden in Anlehnung an Kashchiev [48] ein thermodynamischer Ansatz verfolgt.
Es wird gezeigt, dass der U¨bergang Wasser/Eis zu einer lokalen Absenkung der
elektrischen Feldenergie fu¨hrt. Dies begu¨nstigt die Eiskeimbildung, was sich in ei-
ner Erho¨hung der Keimbildungsrate ausdru¨ckt. Die Betrachtung beschra¨nkt sich
in diesem Abschnitt auf die Energetik der Keimbildung. Die Auswirkungen auf die
Kinetik wird in Kap. 4.2 betrachtet.
Es wird von einem plattenfo¨rmigen Eiskristall mit einer Fla¨chennormalen in Rich-
tung des Feldvektors ausgegangen. Der Zusammenhang zwischen der dielektrischen
Verschiebung D und dem elektrischen Feld E ist in diesem Fall gegeben durch
D = 0E, wobei 0 die Dielektrizita¨tskonstante im Vakuum und  die Dielektrizi-
ta¨tszahl des Materials im E-Feld bezeichnet. Letztere wird zuna¨chst als feldunab-
ha¨ngig betrachtet. Korrekturen hierzu werden spa¨ter im Text ero¨rtert.
Der in Kapitel 2.2.1 hergeleitete Zusammenhang fu¨r die Energiebilanz bei der Clus-
terbildung (2.30) muss im Falle der Clusterbildung im elektrischen Feld durch einen
Term Φel(n) erga¨nzt werden:
W (n) = −n∆µ+ Φ(n) + Φel(n). (4.1)
Die elektrostatische Energie fu¨r ein System mit Dielektrikum im elektrischen Feld
ist nach [60] (S. 59),[43] (S. 186) gegeben durch
Wel =
1
2
∫
E(r) ·D(r)dr. (4.2)
Fu¨r die A¨nderung der elektrostatischen Energie aufgrund der Clusterbildung ergibt
sich hieraus mit den Feldgro¨ßen E1(r), D1(r) vor und E2(r), D2(r) nach Cluster-
bildung:
Φel(n) = Wel(E2(r),D2(r))−Wel(E1(r),D1(r))
=
1
2
∫
[E2(r) ·D2(r)− E1(r) ·D1(r)]dr. (4.3)
Die Integration erstreckt sich u¨ber den gesamten Raum. Unter der Annahme, dass
die Ladungen, welche das elektrische Feld erzeugen, bei Clusterbildung konstant
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E1 Abb. 4.1: Feldverteilung bei An-
wesenheit eines plattenfo¨rmigen
Eisclusters. Bei konstantem a¨u-
ßeren Feld gilt E2<E1 fu¨r E>W
bleiben, kann (4.3) nach [43] (S. 186) geschrieben werden als
Φel(n) =
1
2
∫
[E2(r) ·D1(r)− E1(r) ·D2(r)]dr, (4.4)
woraus mit D1 = 0WE1 und D2 = 0EE2 folgt:
Φel(n) =
0
2
(W − E)
∫
VC,n
E1(r) · E2(r)dr. (4.5)
Die Integration ist nun auf das Volumen VC,n des Clusters beschra¨nkt, da außerhalb
von VC,n D2 = 0WE2 ist und das Integral in diesem Bereich keinen Beitrag liefert.
Die Energiedifferenz zwischen einem System mit und einem System ohne Cluster
ha¨ngt maßgeblich von den Dielektrizita¨tszahlen W (Wasser) und E (Eis) ab. Ist in
Gl. 4.5 (W − E) < 0, so geht Φel als negativer Beitrag in (4.1) ein und verringert
somit die Energie, die zur Bildung eines Eisclusters beno¨tigt wird. Im folgenden
Kapitel wird gezeigt werden, dass dies die Rate, mit der sich stabile (u¨berkritische)
Keime bilden, bei genu¨gend hoher Feldsta¨rke dramatisch erho¨hen kann.
Entsprechend Kap. 2.2.1 kann fu¨r den Eiscluster bei heterogener Keimbildung ei-
ne plattenfo¨rmigen Geometrie angenommen werden (siehe Abb. 4.1). Aufgrund der
Stetigkeit der Normalkomponente von D leitet sich das Feld E2 innerhalb des Clus-
ters daher ab zu [60] (S. 50):
E2 =
W
E
· E1. (4.6)
Durch Einsetzen von (4.6) in Gl. (4.5) erha¨lt man mit E1 = E und E
2 = E2:
Φel(n) =
0W
2
(
W
E
− 1
)
E2VC,n. (4.7)
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Fu¨r die Clusterbildungsenergie folgt aus (4.1) mit (2.45) und (4.7)
W (n) = −n∆µ+ Φ(n) + Φel(n)
= −n (∆µ+ cE2)+ n2/3 (3σWE) (piζγ)1/3 v2/30 (4.8)
Der Parameter c ist hierbei definiert als
c =
0W
2
(
1− W
E
)
v0. (4.9)
Die kritische Keimgro¨ße la¨sst sich aus der Extremalbedingung(
dW
dn
)
n=n?
= 0 (4.10)
und die Keimbildungsenergie aus W ? = W (n?) bestimmen zu
n?(E) =
8piζγv20σ
3
WE
(∆µ+ cE2)
3 (4.11)
W ?(E) =
4piζγv20σ
3
WE
(∆µ+ cE2)
2 . (4.12)
Diese Gro¨ßen gelten fu¨r die heterogene Eiskeimbildung im homogenen elektrischen
Feld E. Die Anzahl n? der Moleku¨le, welche zur Bildung eines stabilen Eiskeims
beno¨tigt wird, nimmt ebenso wie die Ho¨he der Energiebarriere (Keimbildungsener-
gie)W ? mit wachsendem E ab (siehe Abb. 4.2). Allerdings ist dieser Effekt, welcher
die Keimbildung begu¨nstigt, erst zu beobachten, wenn der Ausdruck cE
2 in der
Gro¨ßenordnung der U¨bersa¨ttigung ∆µ liegt. Erst dann liefert das elektrische Feld
einen relevanten Beitrag im Nenner von (4.12).
4.2 Keimbildungsrate
Die bisher angestellten energetischen Betrachtungen der Keimbildung beziehen sich
auf einen statischen thermodynamischen Gleichgewichtszustand des Systems. Tat-
sa¨chlich stellt ein so betrachteter Cluster jedoch nur einen U¨bergangszustand mit
zum Teil sehr kurzer Lebensdauer im Bereich von Nano- oder Picosekunden dar
[48] (S. 115). In diesem Abschnitt wird der U¨bergang zur kinetischen Betrachtung
der Keimbildung behandelt, wobei die Keimbildungsrate J(t) eine zentrale Gro¨ße
darstellt.
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n
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E1
n*E2
E=0
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Abb. 4.2: Einfluss des elektrischen Feldes auf die energetischen Verha¨ltnisse bei der Eis-
keimbildung: Eine Erho¨hung der Feldsta¨rke (E2 > E1 > E = 0) fu¨hrt zu
einer Absenkung der Keimbildungsenergie W ? und zu einer Verringerung der
kritischen Clustergro¨ße n?.
Das zugrundeliegende sogenannte Szilard-Modell der Keimbildung betrachtet die
Clusterbildung als einen Prozess der fortlaufenden Anlagerungen und Abspaltun-
gen einzelner Moleku¨le (Monomere). Die folgende Betrachtung beschra¨nkt sich auf
den Spezialfall der stationa¨ren Keimbildung. Im stationa¨ren Fall sind fu¨r die Keim-
bildung entscheidende Parameter wie Temperatur oder chemisches Potenzial zeit-
unabha¨ngige Gro¨ßen. Die Keimbildungsrate Js, welche die Frequenz des U¨bergangs
vom Eiskeim mit kritischer Gro¨ße n? zum Keim der Gro¨ße n?+1 angibt, ergibt sich
in diesem Fall nach Hobbs [34] und Kashchiev [49], [48] (S. 197) zu
Js = zf
?C0 exp (−W ?/kT ) . (4.13)
Der Ausdruck C? = C0 exp (−W ?/kT ) gibt nach Volmer und Weber [134] entspre-
chend einer Boltzmann-Verteilung die Gleichgewichtskonzentration an Keimen der
kritischen Gro¨ße n? im betrachteten System an, in welchem eine Konzentration von
C0 Keimbildungszentren vorliegt. Im Fall der heterogenen Keimbildung ist dieses
die Anzahl C0 = Na/AS der Keimbildungszentren Na auf der Substratoberfla¨che
der Gro¨ße AS. Die Frequenz der Monomeranlagerung an den Cluster der kritischen
Gro¨ße n? wird durch f ? repra¨sentiert. Der sogenannte Zeldovich-Faktor z ergibt
sich bei der Herleitung der physikalisch anschaulichen Gleichung 4.13 aus dem
exakten mathematischen Zusammenhang [48; 49] und wird weiter unten genauer
beschrieben. Durch Einsetzen von W ? aus Gl. 4.12 erha¨lt man den Zusammenhang
Js(E, T ) = zf
?C0 exp
[
−B/ (∆µ+ cE2)2] (4.14)
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mit dem temperaturabha¨ngigen thermodynamischen Parameter
B(T ) =
4piζγv20σ
3
WE
kT
. (4.15)
In (4.13) geht die Abha¨ngigkeit der Keimbildungsrate vom elektrischen Feld E
u¨ber die Gro¨ße W ? ein. Entsprechend ist in (4.14) eine deutliche Zunahme von Js
zu erwarten, wenn cE
2 die Gro¨ßenordnung von ∆µ erreicht.
Die in Gl. 4.14 als Vorfaktoren auftretenden Gro¨ßen z, f ? und C0 zeigen im Ver-
gleich zum Exponentialterm eine geringe Abha¨ngigkeit von E [48] (S. 326). Eine
einfache Abscha¨tzung der elektrischen Feldsta¨rke, ab der sich die Keimbildungsra-
te erho¨ht, ist daher prinzipiell auch ohne die Kenntnis von z, f ? und C0 mo¨glich.
Um jedoch die Keimbildungsrate in Abha¨ngigkeit von E berechnen und so einen
Bezug des hier betrachteten Modells der Eiskeimbildung im elektrischen Feld zu
den Ergebnissen der experimentellen Untersuchungen herstellen zu ko¨nnen, soll
spa¨ter im Text die Gro¨ßenordnung des Ausdrucks zf ?C0 abgescha¨tzt werden. Die
notwendigen Zusammenha¨nge werden nachfolgend kurz vorgestellt.
Der Zeldovich-Faktor z ist nach Kashchiev [48] (S. 194) gegeben durch
z =
[(
−d
2W
dn2
)
n=n?
· 1
2pikT
]1/2
. (4.16)
Man erkennt, dass z durch die Kru¨mmung der Keimbildungsenergie-Kurve
(Abb. 4.2) in ihrem Maximum bestimmt wird. Mit (4.8) und (4.11) erha¨lt man
aus (4.16) den Zusammenhang
z =
1
4pi
√
3
· (∆µ+ cE
2)
2
(ζγv20σ
3
WEkT )
1/2
. (4.17)
Fu¨r die Frequenz der Monomeranlagerung fn an einen Cluster der Gro¨ße n gilt
nach [48] (S. 194)
fn = γnν0,n exp(−Eit,n/kT )Z1d0A−C,n, (4.18)
wobei γn der ”
sticking“-Koeffizienten, ν0,n die Schwingungsfrequenz eines Wasser-
moleku¨ls in der flu¨ssigen Phase und Eit,n die Aktivierungsenergie fu¨r den Transfer
von der flu¨ssigen Phase zum Eiscluster ist. Der Ausdruck Z1d0A
−
C,n gibt die Zahl
der Wassermoleku¨le an, welche sich im Kontakt mit dem Cluster befinden und sich
an diesen anlagern ko¨nnen. Hierin ist Z1 die Monomerkonzentration in der direk-
ten Umgebung des Clusters, d0 der Durchmesser des Monomers (Wassermoleku¨l)
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und A−C,n=AC,n−A◦C,n die Oberfla¨che des Clusters, welche im Kontakt zur flu¨s-
sigen Phase steht. Gleichung 4.18 kann nach [48] (S. 153) unter Einbeziehung der
Viskosita¨t ηV zu
fn = γn
kT
3pid20ηV
Z1A
−
C,n, (4.19)
vereinfacht werden. Ist ηV bekannt, so stellt Gl. 4.19 einen komfortablen Weg zur
Ermittlung von fn dar. Fu¨r den Eiskeim in Form eines hexagonalen Prismas la¨sst
sich mit A−C,r?=pir
?2ζ(1 + 2γ) (siehe Kap. 2.2.1) und der Berechnung von r? aus
(4.11) und (2.44) der Ausdruck
A−C,n? =
4piζv20σ
2
WE
(∆µ+ cE2)2
(1 + 2γ), (4.20)
herleiten, wodurch man fu¨r f ? = fn? den Zusammenhang
f ? = γn
kT
3pid20ηV
Z1
4piζv20σ
2
WE
(∆µ+ cE2)2
(1 + 2γ) (4.21)
erha¨lt.
4.3 Berechnung der Keimbildungsrate im
untersuchten System
Die Keimbildungsrate Js ist die Gro¨ße, welche in direktem Bezug zum Auftreten der
Keimbildung in experimentellen Untersuchungen steht. In diesem Abschnitt werden
die zur Berechnung von Js entsprechend (4.14) beno¨tigten Parameter berechnet
bzw. abgescha¨tzt.
4.3.1 Parameter des Exponentialterms
Die U¨bersa¨ttigung ∆µ kann nach [48] (S. 14) fu¨r eine geringe Unterku¨hlung ∆T der
Lo¨sung u¨ber
∆µ(T ) = ∆ss∆T (4.22)
berechnet werden, wobei ∆ss = sW(Ts) − sE(Ts) = λ/Ts der Unterschied der mo-
lekularen Entropien von Wasser (sW) und Eis (sE) bei der Gleichgewichtsfriertem-
peratur Ts (Ts=273,15K fu¨r H2O) und λ die latente Kristallisationswa¨rme pro
Moleku¨l ist.
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T = 0°C
T

Eis
Wasser
[K]
Abb. 4.3: Temperaturabha¨ngigkeit der statischen Dielektrizita¨tszahlen von Eis E und
Wasser W. Eingetragen ist der Mittelwert von E=97,1 bei T=0 ◦C nach
[34] (S. 89), die 1/T -Abha¨ngigkeit von E entsprechend des Curie-Weiss-
Gesetzes [34] (S. 92) sowie Werte von W bei unterschiedlichen Temperaturen
nach [20].
Bei der Berechnung der Gro¨ßen c (4.9) und B (4.15) mu¨ssen die Temperaturab-
ha¨ngigkeit von E und W entsprechend Abb. 4.3 und die Temperaturabha¨ngigkeit
von σWE beachtet werden. Letztere kann mit d(σWE)/dT=0,2mJ/m
2K abgescha¨tzt
werden, wobei σWE=(33±3)mJ/m2 bei T=0◦C ist [34] (S. 440-441). Die Tempera-
turabha¨ngigkeit des molekularen Volumens v0 ist sehr gering [34] und kann bei
der Berechnung von c im Vergleich zu dW/dT und dE/dT bzw. bei der Be-
rechnung von B im Vergleich zu d(σWE)/dT vernachla¨ssigt werden. Aus der Dich-
te ρ=0,917·106 g/m3 von hexagonalem Eis bei T=0 ◦C [34] (S. 347-348) la¨sst sich
v0=0,0274 nm
3 berechnen.
Der geometrische Faktor γ, welcher zur Berechnung von B entsprechend (4.15)
bekannt sein muss, wird durch die spezifischen Oberfla¨chenenergien im System
bestimmt. Insbesondere der Term (σES-σWS) ist hierfu¨r von Bedeutung (siehe
Gl. 2.43). Da beide Gro¨ßen sehr stark von der Oberfla¨chenbeschaffenheit des Sub-
strats abha¨ngen (Material, Dichte an Versetzungen in der Oberfla¨che,
”
lattice mis-
fit“ etc.), kann fu¨r γ kein verla¨sslicher Wert angegeben werden. Es wird daher fu¨r
die Betrachtung der Keimbildungsrate der Ausdruck B′=B/γ berechnet und γ als
variabler Parameter beibehalten.
Die Parameter ∆µ, c und B
′=B/γ, welche den Wert des Exponentialterms
von Gl. 4.14 bestimmen, werden an dieser Stelle exemplarisch fu¨r T=−1, 0◦C
berechnet: Mit λ=0,998·10−20 J [34] (S. 361), Te=273,15K und ∆T=1K er-
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Tab. 4.1: Die im Exponentialterm von (4.14) auftauchenden Parameter ∆µ, c und
B′=B/γ fu¨r Temperaturen zwischen −1 ◦C und −6 ◦C (siehe Text). Dieser
Temperaturbereich deckt die Probentemperaturen ab, welche bei den experi-
mentellen Untersuchungen zur EKB in Kap. 3.3 realisiert wurden.
T [◦C] ∆µ [10−23 J] c [10−39Asm2/V] B′=B/γ [10−40 J2]
−1 3,654 1,012 0,9767
−2 7,308 1,005 0,9625
−3 10,962 1,001 0,9484
−4 14,616 0,997 0,9344
−5 18,268 0,994 0,9205
−6 21,924 0,989 0,9068
gibt sich fu¨r die U¨bersa¨ttigung nach (4.22) ein Wert von ∆µ=3,654·10−23 J.
Die statischen Dielektrizita¨tszahlen von Wasser und Eis lassen sich aus
Abb. 4.3 fu¨r T=-1 ◦C zu W=88,3 und E=97,5 bestimmen. Damit ergibt
sich nach (4.9) ein Wert von c=2,024·10−39Asm2/V. Fu¨r B′ erha¨lt man mit
σWE=33mJ/m
2−(0,2mJ/m2K · 1K)=32,8mJ/m2 (s.o.) und ζ=1,1 (siehe Gl. 2.31)
aus (4.15) einen Wert von B′=0,9767·10−40 J2. In Tab. 4.1 sind auf diese Weise be-
rechnete Werte von ∆µ, c und B
′ fu¨r Temperaturen zwischen T=−1 ◦C und −6 ◦C
zusammengestellt.
4.3.2 Exponentieller Vorfaktor
Zur Berechnung der Gro¨ße A = zf ?C0 werden die Konstanten γn, Z1, d0 und C0
sowie ηV beno¨tigt. Da der Wert des ”
sticking“-Koeffizienten γn nicht bekannt ist,
wird γn = 1 angenommen. Dieser Wert bedeutet, dass alle auf die Clusteroberfla¨che
auftreffenden Moleku¨le am Kristall haften bleiben und in diesen eingebaut werden.
Die Monomerkonzentration Z1 am Cluster ist durch Z1 = (1/v0) exp[(∆µ−λ)/kT ]
gegeben [48] (S. 153). Diese Beziehung gilt fu¨r den Fall, dass ausschließlich Mono-
mere aus der Lo¨sung und keine bereits auf dem Substrat adsorbierten Moleku¨le
angelagert werden. Fu¨r den Durchmesser des Moleku¨ls wird d0 ≈ v1/30 angenom-
men. Die Dichte der Keimbildungszentren auf der Substratoberfla¨che wird nach
Yang und Dai [150] mit der Oberfla¨chendichte der Goldatome auf einer Au(111)-
Oberfla¨che gleichgesetzt, was einen Wert C0 = 1, 6 · 1019m−2 ergibt [28]. Nach
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Tab. 4.2:Werte des exponentiellen Vorfaktors A′ = z′f?′C0 sowie der zur Berechnung
beno¨tigten Parameter z′ und f?′ (E=0) (siehe Text). Eingetragen sind Werte
im Temperaturbereich zwischen −40 ◦C und −1 ◦C fu¨r C0 = 1, 6 · 1019m−2.
T [◦C] z′ f ?′ [1/s] A′ [1027m−2s−1]
-1 5, 9 · 10−6 5, 2 · 1013 4,84
-10 6, 5 · 10−4 2, 6 · 1011 2,72
-20 2, 9 · 10−3 2, 7 · 1010 1,26
-30 7, 5 · 10−3 3, 8 · 109 0,46
-40 1, 5 · 10−2 3, 7 · 108 0,09
Taborek et al. [128] ist die temperaturabha¨ngige Viskosita¨t des Wassers gegeben
durch ηV(T ) = 0, 139 · (T/225K − 1)−1,64.
Um A unabha¨ngig vom nicht bekannten geometrischen Faktor γ abscha¨tzen zu
ko¨nnen, werden zuna¨chst z′=z · γ1/2, f ?′=f ? · (1 + 2γ)−1 und fu¨r den gesamten
Vorfaktor der Ausdruck
A′ = z′f ?′C0 = zf ?C0 · (γ1/2/(1 + 2γ)) (4.23)
betrachtet (vgl. Gl. 4.17 und 4.21). Werte von z′, f ?′ und A′ sind in Tab. 4.2 fu¨r E=0
zusammengestellt. Da die heterogene Keimbildung ohne Wirkung eines elektrischen
Feldes in einem weiten Temperaturbereich stattfinden kann, sind Werte bis zur
Temperatur der homogenen Keimbildung (bei etwa −40 ◦C) angegeben.
4.3.3 Keimbildungsrate im betrachteten System
Abbildung 4.4 zeigt die Temperaturabha¨ngigkeit der stationa¨ren Eiskeimbildungs-
rate Js entsprechend (4.14) mit E = 0 fu¨r verschiedene Werte von γ zwischen γ=1
und γ=0,001. Der Wert γ=1 repra¨sentiert den Fall, dass das Substrat die Keimbil-
dung nicht beeinflusst (homogene Keimbildung), wa¨hrend der extrem niedrige Wert
γ=0,001 fu¨r eine sehr starke Wechselwirkung mit dem Substrat und eine entspre-
chend flache Geometrie des Eisclusters steht (r:H = 1:1000). Der gesuchte Wert von
γ fu¨r die Keimbildung auf einer Au-Oberfla¨che liegt zwischen diesen Werten. Der
mo¨gliche Wertebereich von γ kann mit Hilfe der hierzu experimentell bestimm-
ten mittleren Keimbildungstemperatur Tn=−17 ◦C fu¨r einen Wassertropfen auf
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Abb. 4.4: Stationa¨re Keimbildungsrate Js in Abha¨ngigkeit der Temperatur fu¨r unter-
schiedliche Werte des geometrischen Faktors γ unter der Annahme E=0.
einer Au-Kugeloberfla¨che (Kontaktfla¨che≈ 1mm2) bei einer Ku¨hlrate B=1K/min
weiter eingeschra¨nkt werden. Wird angenommen, dass bei dieser Ku¨hlrate eine
Keimbildungsfrequenz von 1/s zur Kristallisation fu¨hrt, so kann der Temperatur
T=−17 ◦C eine Keimbildungsrate von Js=1 · 106m−2s−1 zugeordnet werden. Fu¨r
den geometrischen Faktor entnimmt man hierfu¨r aus Abb. 4.4 einen Wert zwischen
γ=0,33 und γ=0,1.
Mit Kenntnis der notwendigen Parameter ist es nun mo¨glich, den Einfluss des
elektrischen Feldes auf die Eiskeimbildung abzuscha¨tzen. Aufgrund seiner verha¨lt-
nisma¨ßig geringen Abha¨ngigkeit von T (Vera¨nderung um etwa einen Faktor 2 im
Bereich zw. T=−1 ◦C und T=−10 ◦C , siehe Tab. 4.2) und γ (entspr. Gl. 4.23) soll
der exponentielle Vorfaktor A fu¨r die weiteren Betrachtungen mit A=1·1027 als kon-
stant angenommen werden. In Abb. 4.5 ist die Abha¨ngigkeit der Keimbildungsrate
Js vom elektrischen Feld E, exemplarisch bei T=-1
◦C, fu¨r verschiedene Werte von
γ sowie bei einem festen Wert γ=0,1 fu¨r verschiedene Werte von T dargestellt. Man
erkennt einen sprunghaften Anstieg der Keimbildungsrate, sobald eine bestimmte
Grenzfeldsta¨rke erreicht wird. Die Grenzfeldsta¨rke wird sowohl von γ als auch von
T beeinflusst. Die Variation von T im Temperaturbereich -6 ◦C< T < -1 ◦C, in wel-
chem die experimentellen Untersuchungen durchgefu¨hrt wurden (Kap 3.3), wirkt
sich jedoch nur vergleichsweise gering auf die Grenzfeldsta¨rke aus.
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Abb. 4.5: Stationa¨re Keimbildungsrate Js in Abha¨ngigkeit vom elektrischen Feld E bei
Variation des geometrischen Faktors γ (li.) und der Temperatur T (re.).
4.4 Ergänzende Betrachtungen
In Kap. 4.1 wurde der Beitrag des elektrischen Feldes zur Energetik der Keimbil-
dung in einem idealisierten Modell betrachtet. Es wurde davon ausgegangen, dass
die felderzeugenden Ladungen konstant sind und damit das Feld außerhalb des
Clusters beim U¨bergang vom Wasser- zum Eiscluster konstant bleibt. Tatsa¨chlich
kommt es jedoch bei der Eisclusterbildung auf der Elektrodenoberfla¨che zu einer
Umverteilung der Ladungen im System. Das lokale Auftreten zusa¨tzlicher Pola-
risationsladungen durch den U¨bergang von Wasser (W) zu Eis (E) ist mit dem
Auftreten von Spiegelladungen auf der Metalloberfla¨che verbunden, welche die La-
dungsdichte im Bereich des Eisclusters erho¨hen. In Kap.A.2.5 wird jedoch gezeigt,
dass die Gesamtenergie des Systems auch in diesem Fall durch Gleichung 4.8 und
den in Gl. 4.9 angegebenen Zusammenhang fu¨r cE beschrieben wird.
Die Herleitung der Keimbildungsenergetik konzentrierte sich bisher auf den klassi-
schen Ansatz, bei dem die U¨berschussenergie Gex mit der Oberfla¨chenenergie φ(n)
des Clusters gleichgesetzt und letztere unter Beru¨cksichtigung der Clustergeome-
trie u¨ber die spezifischen Oberfla¨chenenergien der Grenzfla¨chen berechnet werden
konnte. Dieser Weg der Berechnung von Gex ist jedoch nur im thermodynami-
schen Grenzfall, also fu¨r n→∞ allgemein gu¨ltig. Im Fall kleiner Cluster ist diese
Betrachtung nicht unproblematisch, da nicht beru¨cksichtigt wird, dass die Form
des Clusters und die spezifische Oberfla¨chenenergie im Falle n→1 von n abha¨ngig
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sein ko¨nnen. U¨berdies sind die Definition der Gibbsschen Grenzfla¨che und die Un-
terscheidung zwischen einer Moleku¨lposition an der Oberfla¨che oder im Volumen
des Clusters bei sehr kleinem n schwierig. In diesem Fall ist eine Betrachtung des
Problems auf atomarer/molekularer Basis notwendig, wie sie in der atomistischen
Theorie verfolgt wird. Fu¨r die Kristallisation aus der flu¨ssigen Phase kann jedoch
gezeigt werden, dass die Annahme Gex=φ(n) auch bis zu den kleinsten Clustergro¨-
ßen hinunter eine gu¨ltige Na¨herung darstellt [48] (S. 27).
Fu¨r die U¨berschussenergie eines Eisclusters aus n Moleku¨len gilt in der atomisti-
schen Theorie (in guter Na¨herung)
Gex(n) = φ(n) = nλ− En, (4.24)
wobei λ≡uWasser − uEis als die Arbeit gesehen werden kann, die no¨tig ist, um ein
Moleku¨l aus der neuen Phase (Eiskristall) in die alte Phase (Wasser) zu u¨berfu¨hren,
und En die Bindungsenergie des Clusters angibt
1 [48] (S. 27). Mit φS,0 = σWSAS
(Gl. 2.34) und φS(n) = σWS(AS−A◦C,n) ergibt sich aus Gl. 2.30 in der atomistischen
Theorie analog zu Gl. 2.45 fu¨r die Clusterbildungsenergie
W (n) = −(∆µ− λ)n− En − σWEA◦C,n, (4.25)
wobei A◦C,n die Kontaktfla¨che zwischen dem Cluster der Gro¨ße n und dem Sub-
strat darstellt. Dieser Ausdruck fu¨r W (n) ist allgemein d. h. fu¨r jede Clustergro¨ße
und jede Clusterform gu¨ltig. Fu¨r n→∞ geht diese Gleichung in die klassische For-
mulierung aus Gl. 2.45 u¨ber [48] (S. 40). Allerdings ist ein Bezug zur experimentel-
len Beobachtung, z. B. u¨ber den Zusammenhang mit der Keimbildungsrate (siehe
Kap. 4.2), nur bei Kenntnis der Gro¨ßen E(n) und A◦C,n herzustellen. Diese Gro¨ßen
sind fu¨r das konkrete experimentelle System, welches in dieser Arbeit untersucht
wird, jedoch nicht zuga¨nglich. Fehler, welche durch die klassische Betrachtungswei-
se besonders bei kleinem n entstehen, sind im thermodynamischen Parameter B
[siehe (4.15)] zu suchen. Hier sind es die spezifischen Oberfla¨chenenergien σ, welche
zur Beru¨cksichtigung der atomistischen Theorie bei kleinem n angepasst werden
mu¨ssen. Besonders die Variation von σWE fu¨hrt nach (4.15) zu einer Vera¨nderung
von B. Dies resultiert letztlich in einer Ungenauigkeit der Grenzfeldsta¨rke, die zum
Erreichen einer bestimmten Keimbildungsrate beno¨tigt wird [nach Einsetzen von
(4.15) in (4.14) steht γσ3WE (Za¨hler) dem Ausdruck E
4 (Nenner) gegenu¨ber]. Bei
1En stellt die Energie dar, welche beno¨tigt wird, um den Eiscluster in seine n einzelnen Moleku¨le
in der flu¨ssigen Phase zu zerlegen.
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sehr kleinem n ist dieser Fehler nicht zu vernachla¨ssigen, bei gro¨ßeren Eisclustern
kann jedoch davon ausgegangen werden, dass der klassische Ansatz das System
mit ausreichender Genauigkeit beschreibt. Die Vera¨nderung der spezifischen Ober-
fla¨chenenergien der Grenzfla¨che zwischen Substrat und Wasser oder Eis, σWS bzw.
σES, etwa durch Adsorbate auf der Substratoberfla¨che, geht lediglich u¨ber γ in
B ein. Der hierdurch bedingte, zusa¨tzliche Fehler fu¨r die Grenzfeldsta¨rke ist ver-
gleichbar gering [γ (Za¨hler) gegenu¨ber E4 (Nenner) in (4.14) nach Einsetzen von
(4.15)].
Eine weitere mo¨gliche Fehlerquelle bei der Berechnung der Keimbildungsrate ist die
Vera¨nderung der Dielektrizita¨tszahlen W und E von Wasser und Eis bei großen
elektrischen Feldsta¨rken. Diese Gro¨ßen bestimmen nach (4.9) den Faktor c, welcher
wiederum u¨ber den Ausdruck cE
2 in (4.14) den Beitrag des elektrischen Feldes zur
Erho¨hung der Keimbildungsrate Js angibt. Entsprechend stark kann eine Vera¨nde-
rung der Dielektrizita¨tszahlen die Keimbildungsrate beeinflussen. Bis zu diesem
Punkt wurde angenommen, dass W und E von der Feldsta¨rke unabha¨ngig sind.
In Kap. 2.1.2 wurde jedoch bereits erwa¨hnt, dass dies fu¨r W nur bei Feldsta¨rken
bis etwa 1·108V/m gilt. Da zur Abha¨ngigkeit der Gro¨ße E vom Feld E keine Un-
tersuchungen bekannt sind, kann die Vera¨nderung von c nicht berechnet werden.
Das Auftreten der Sa¨ttigung ist jedoch fu¨r W und E bei a¨hnlichen Feldsta¨rken zu
erwarten. Fu¨r eine einfache Abscha¨tzung soll daher angenommen werden, dass so-
wohl W [10; 125] als auch E bei der fu¨r die Keimbildung relevanten Feldsta¨rke von
1·109V/m auf den halben Wert abgesunken sind (siehe Abb. 2.3). Es ergibt sich in
diesem Fall fu¨r c eine Absenkung auf c
′
=1/4·c. Da E in (4.14) u¨ber den Ausdruck
cE
2 quadratisch eingeht, kann die Reduzierung von c auf 1/4 des urspru¨nglichen
Wertes durch eine Verdopplung von E ausgeglichen werden. Daru¨ber hinaus ko¨n-
nen die Bindungsverha¨ltnisse der Wassermoleku¨le durch die Anwesenheit von Ionen
beeinflusst werden. Hierdurch vera¨ndert sich auch ∆µ [siehe (4.22)].
Das Modell ist aufgrund des starken Einflusses des Feldes E auf Js beim Erreichen
eines gewissen Wertes (cE
2≈∆µ) sehr stabil gegenu¨ber der Vera¨nderung einzel-
ner Parameter. Durch den Beitrag 1/E4 im Exponentialterm von (4.14) sind die
oben genannten Unsicherheiten, sowie die des Vorfaktors A = zf ?C0, mit einem
kontrollierbaren Fehler bei der Grenzfeldsta¨rke verbunden, die einer bestimmten
Keimbildungsrate zuzuordnen ist. Eine Vera¨nderung der Dichte des Wassers auf-
grund von Elektrostriktion ist fu¨r E≤ 1·109V/m nach Abb. 2.3 zu vernachla¨ssigen.
Folglich ist es mit Hilfe des Modells mo¨glich, die Gro¨ßenordnung der elektrischen
Feldsta¨rke abzuscha¨tzen, welche die Keimbildungsrate auf einen bestimmten Wert
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c-Achse
Abb. 4.6:
Eiskristallstruktur fu¨r
hexagonales Eis bei einer
Anordnung der Wasser-
stoffatome entsprechend
der ferroelektrischen
Struktur (Raumgruppe
Cmc21) (modifiziert nach
Rick [106]).
anhebt (Abb. 4.5). U¨ber die Keimbildungsrate wird im nachfolgenden Kapitel der
Bezug zu den experimentellen Untersuchungen hergestellt und die Voraussage des
Modells u¨ber die zur Keimbildung beno¨tigte Feldsta¨rke anhand der experimentellen
Ergebnisse u¨berpru¨ft.
Die Kristallstruktur des Eiskeims, welcher sich im hohen elektrischen Feld bildet,
muss mit der ausgepra¨gten Orientierung der Wassermoleku¨le im hohen elektrischen
Feld entsprechend Abb. 2.2 b vereinbar sein. Dies ist durch die in Abb. 4.6 darge-
stellte ferroelektrische Struktur des hexagonalen Eises Ih gegeben. Es liegt nahe,
dass der Eiskeim bei seiner Entstehung diese Struktur mit einem großen Dipol-
moment entlang der c-Achse aufweist. Mit dem Abklingen des elektrischen Feldes
wird jedoch eine Umwandlung in die gewo¨hnliche Ih-Struktur stattfinden, die kein
a¨ußeres Dipolmoment mehr besitzt [106].
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5 Vergleich zwischen Modell und
Experiment
Das in dieser Arbeit entwickelte Modell der feldinduzierten Eiskeimbildung bezieht
sich auf reines Wasser als Probe. Im experimentellen System ist jedoch die Be-
einflussung der elektrischen Feldsta¨rke an der Elektrodenoberfla¨che durch in der
Lo¨sung enthaltene Ionen in den meisten Fa¨llen nicht zu vernachla¨ssigen. Nur wenn
die am Ort der experimentell beobachteten Keimbildung vorliegende Feldsta¨rke er-
mittelt werden kann, ist es mo¨glich einen Bezug zwischen Modell und Experiment
herzustellen. Der Einfluss der Ionen soll daher zuna¨chst abgescha¨tzt werden.
Wa¨hrend des Hochspannungspulses liegt an der Elektrode ein sehr hohes Potenzi-
al an (Gro¨ßenordnung: 1000V). Da die Konzentration c0 der Ionen in der Probe
gleichzeitig extrem gering ist, kann nach Kap. 2.1.5 bei der Metallelektrode (direkter
Kontakt zwischen Metall und Probe) mit Sicherheit von einer diffusionskontrollier-
ten Reaktion an der Elektrodenoberfla¨che ausgegangen werden. Die Konzentration
der Reaktanten an der Elektrodenoberfla¨che sinkt in diesem Fall auf einen noch
kleineren Wert cs c0 ab. Die Diffusionsschicht dehnt sich mit zunehmender Zeit
entsprechend Abb. 2.6 immer weiter ins Lo¨sungsinnere aus. Der Transport der Ionen
zur Elektrodenoberfla¨che stellt also den reaktionslimitierenden Prozess dar. Ionen,
welche die Oberfla¨che erreicht haben, werden dort durch eine chemische Reaktion
neutralisiert, bevor sich eine ausgepra¨gte Raumladung vor der Oberfla¨che aufbauen
kann1. Es kommt folglich nur zu einer im Vergleich zum hohen Elektrodenpotenzial
verha¨ltnisma¨ßig geringen Aufladung der elektrolytischen Doppelschicht. Der Ver-
lauf des Potenzials ins Elektrolytinnere hinein wird nur geringfu¨gig beeinflusst2.
1Ionen mit entgegengesetzter Ladung werden aus dem Bereich vor der Elektrode herausgetrieben.
2Dies ist auch mit Hilfe des vereinfachenden Ersatzschaltbildes aus Abb. 2.7 zu verstehen: Der
Widerstand der Durchtrittsreaktion RD an der Elektrodenoberfla¨che ist nach Kap. 2.1.5 bei ho-
hen U¨berspannungen ηD gering im Vergleich zum hohen Elektrolytwiderstand (RE=1/σ=1,5-
2MΩ·cm). Außerdem ist anzunehmen, dass die Warburg-Impedanz ZW(ω) im Moment der Pul-
sapplikation (hochfrequenter Anteil des Stufenpotenzials) verha¨ltnisma¨ßig gering ist. U¨ber dem
Elektrolytwiderstand fa¨llt folglich der gro¨ßte Teil der Pulsspannung ab. Die Doppelschichtkapa-
zita¨t wird nur geringfu¨gig aufgeladen.
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Das elektrische Feld am Keimbildungsort kann in diesem Fall nach den oben an-
gestellten U¨berlegungen unter Vernachla¨ssigung der im Wasser enthaltenen Ionen
abgescha¨tzt werden (Kap. 5.1).
Schwieriger ist die Situation, wenn der Ladungsdurchtritt durch eine Isolations-
schicht gehemmt ist. In diesem Fall fu¨hrt die Ausbildung einer Raumladungszo-
ne vor der Elektrode zu einer Vera¨nderung der Feldsta¨rke (Kap. 2.1.7). Außer-
dem findet die Eiskeimbildung an Isolatoroberfla¨chen nur an lokalen, mikroskopi-
schen Unregelma¨ßigkeiten statt, an denen die Feldsta¨rke deutlich erho¨ht ist (siehe
Kap. 3.4.3). Die exakte Oberfla¨chengeometrie in diesen Bereichen la¨sst sich mittels
REM nicht bestimmen. Aufgrund dieser beiden Einschra¨nkungen kann die tatsa¨ch-
liche Feldsta¨rke am Keimbildungsort nicht bestimmt und der Vergleich mit dem
Modell nicht hergestellt werden.
Fu¨r einen Vergleich zwischen Modell und experimenteller Untersuchung werden
im Folgenden die Versuche mit Goldspitzen-Elektroden (TypGS ) herangezogen,
da hier ein fester Keimbildungsort vorliegt, der Einfluss von Ionen der Lo¨sung
vergleichsweise gering ist und die Geometrie der Spitze bestimmt werden kann.
5.1 Eiskeimbildung an der Goldspitzen-Elektrode
Zur Abscha¨tzung der fu¨r die EKB notwendigen Grenzfeldsta¨rke EEKB, wurde der
Kru¨mmungsradius der Elektrodenspitze RS mit Hilfe von Rasterelektronenmikros-
kopie (REM) -Aufnahmen ermittelt3. Die Form der Spitze wurde idealisiert als
halbkugelfo¨rmig angenommen. Tab. 5.1 sind die Werte von RS und die hieraus
berechnete Feldsta¨rke EEKB an der Elektrodenoberfla¨che zu entnehmen. FEM-
Simulationen, basierend auf der dreidimensionalen Modellierung der Elektrode, und
die einfache elektrostatische Berechnung der Feldsta¨rke EEKB(RS)=U¯EKB/RS
4 un-
ter Annahme eines kugelfo¨rmigen Leiters mit dem Potenzial U¯EKB lieferten ver-
gleichbare Werte fu¨r EEKB. In Tab. 5.1 sind die elektrostatisch berechneten Werte
angegeben, da diese den direkten Zusammenhang mit RS erkennen lassen. Der ex-
perimentell beobachteten Eiskeimbildung bei T=−1 ◦C sind demnach Feldsta¨rken
der Gro¨ßenordnung EEKB=1·109V/m an der Elektrodenspitze zuzuordnen.
3Jede Elektrode vom TypGS wurde in zwei Ebenen abgebildet, deren Fla¨chennormalen zueinander
und zur La¨ngsachse der Elektrode senkrecht standen.
4Dies folgt aus den Zusammenha¨ngen E(r) = 14pi0
Q
r2
r
r und φ(r) =
1
4pi0
Q
r der Elektrostatik, da
die felderzeugende Ladung Q nach dem Gauß’schen Satz als punktfo¨rmig im Zentrum der Kugel
angenommen werden kann.
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Tab. 5.1:Werte des aus REM-Aufnahmen bestimmten Kru¨mungsradius der Elektro-
denspitzen RS, der Mittelwert U¯EKB, bei dem die Eiskeimbildung eintrat
(T=−1 ◦C) und die hieraus berechnete Feldsta¨rke EEKB an der Elektroden-
spitze fu¨r vier Elektroden vom TypGS. Bei Elektrode GS 4 wies das Ende zwei
Spitzen mit unterschiedlichen Radien auf. Da lediglich die Gro¨ßenordnung von
EEKB abgescha¨tzt werden soll, sind keine Fehlerwerte angegeben.
Elektrode RS [nm] U¯EKB [V] EEKB [10
9V/m]
GS 1 68 300 4,4
GS 2 108 350 3,2
GS 3 50 135 2,8
GS 4 64/ 95 175 2,8/ 1,8
Mittelwert ≈ 3
Fu¨r den Vergleich mit dem theoretischen Modell muss die Keimbildungsrate abge-
scha¨tzt werden, mit der die Keimbildung wa¨hrend des Hochspannungspulses statt-
findet. Auf der Fla¨che der Elektrodenspitze (Halbkugel) von etwa 1·10−13m2 muss
sich fu¨r die beobachtete erfolgreiche Keimbildung wenigstens ein Keim wa¨hrend der
Pulsdauer bilden. Der Puls stellt ein exponentiell abfallendes Potenzial an der Elek-
trode dar. Wird angenommen, dass die Keimbildung eingetreten ist, bevor das Po-
tenzial auf 90% des Maximalwertes abgefallen ist, so ergibt sich fu¨r τP=3,9·10−5 s |5
eine Keimbildungsrate von Js=2,4·1018m−2s−1. Das theoretische Modell der elek-
trisch induzierten Eiskeimbildung gibt entsprechend Abb. 4.5 an, dass zum Errei-
chen dieser Keimbildungsrate bei T=−1 ◦C Feldsta¨rken von E1 ≈0,8·109V/m fu¨r
γ=0,1 und E2 ≈1·109V/m fu¨r γ=0,33 notwendig sind. Folglich sagt das Modell
die Keimbildung fu¨r Feldsta¨rken voraus, welche in der Gro¨ßenordnung der aus den
experimentellen Ergebnissen abgeleiteten Werte (Tab. 5.1) liegen.
Es soll nun begutachtet werden, ob an der Elektrodenspitze wa¨hrend des Span-
nungspulses tatsa¨chlich geeignete Keimbildungsbedingungen vorliegen, um den Eis-
keim bis zur Abnahme des Feldes auf E=0 stabil zu halten [n? wa¨chst stark mit
abnehmendem E (4.11)]. Zuna¨chst wird die zeitliche Abnahme des Feldes wa¨hrend
des Spannungspulses mit der Wachstumszeit des Eiskeims bis zum Erreichen von
n?(E=0) verglichen. Anschließend wird die ra¨umliche Ausdehnung des elektrischen
5Dieser Wert entspricht der ku¨rzesten untersuchten Pulsdauer aus Abb. 3.10. Bei Einsatz der Elek-
trode vom TypGS zeigte sich keine Erho¨hung von UEKB bei Verringerung von τP auf diesen Wert.
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Tab. 5.2:Werte der kritischen Keimgro¨ße n? nach Gl. (4.11) fu¨r die Feldsta¨rken E=0,
E1=5·108V/m und E2=1·109V/m und unterschiedliche Temperaturen T . Zu-
sa¨tzlich ist der mit Hilfe von Gl. (2.44) berechnete kritische Radius r? eingetra-
gen. Die Rechnung zeigt, dass r von γ unabha¨ngig ist.
T [◦C] n? r? [nm]
E = 0 E1 E2 E = 0 E1 E2
−1 1500·103 3070 64 49 6,2 1,7
−2 190·103 2180 59 25 5,6 1,7
−3 56·103 1600 54 16 5,0 1,6
−4 23·103 1210 50 12 4,6 1,6
−5 12·103 930 46 10 4,2 1,5
−6 7·103 730 42 8 3,9 1,5
Feldes im Vergleich zur entsprechenden Keimgro¨ße betrachtet.
Eine einfache Abscha¨tzung zeigt, dass die zeitliche Abnahme des elektrischen Fel-
des mit exponentiell fallendem Elektrodenpotenzial wa¨hrend des Pulses (siehe
Abb. 3.1.3 b) die Keimbildung nicht beeintra¨chtigt. Wird angenommen, dass die
Kristallisationswa¨rme ausreichend schnell an die Umgebung (Elektrode und H2O)
abgegeben wird, sodass das weitere Wachstum des Keims durch die Monomeranla-
gerungsfrequenz fn (siehe Gl. 4.18) bestimmt wird, wu¨rde die kritische Keimgro¨ße
fu¨r E = 0 mit fn > f
? = 5 · 1013· 1/s bei T=−1 ◦C und γ=0,1 [siehe Tab. 4.2 mit
f ?=f ?′ · (1 + 2γ)] in etwa 30 ns erreicht werden. Bei den experimentell realisierten
Pulsbreiten in der Gro¨ßenordnung von ms kann das elektrische Feld wa¨hrend des
Wachstums des Eiskeims bis zu n?(E = 0) als konstant angesehen werden.
Aus Tab. 5.2 sind die nach dem theoretischen Modell fu¨r E=0, E1=0,8·109V/m
und E2=1·109V/m berechneten kritischen Clustergro¨ßen n? und die entsprechen-
den kritischen Radien r? bei unterschiedlichen Temperaturen zu entnehmen. Im
elektrischen Feld, welches nach dem Modell zur Keimbildung fu¨hrt (E1<E<E2),
ist r? demnach auch bei T=−1 ◦C im Verha¨ltnis zum Durchmesser der Goldspitze
(Tab. 5.1) sehr gering. Aufgrund der geringen Ausdehnung des Eiskeimes senk-
recht zur Oberfla¨che (H?=γ ·r?) ist die ra¨umliche Abnahme des elektrischen Feldes
(E ∝ 1/r2 bei Kugelform) im Moment der Keimbildung vernachla¨ssigbar.
Zu bewerten bleibt, ob in dem Volumen, das der Keim wa¨hrend seines weiteren
Wachstums bis n?(E = 0) einnimmt, die elektrische Feldsta¨rke hoch genug ist,
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Abb. 5.1: Schematische 2D-Darstellung idealisierter Kristallgeometrien nach Keimbil-
dung an der Elektrodenspitze: bevorzugtes Wachstum entlang der Elektrodeno-
berfla¨che ( 1i), plattenfo¨rmiges Kristallwachstum ( 2i). Als schraffierte Fla¨che ist
zusa¨tzlich eine mo¨gliche realistische Geometrie dargestellt ( 3i). Im vergro¨ßer-
ten Bereich sind die atomaren Stufen der Eiskeimoberfla¨che angedeutet.
um den Keim stabil zu halten. In den Experimenten wurde beobachtet, dass sich
die makroskopischen Eiskristalle nach der Eiskeimbildung zuna¨chst als du¨nne Eis-
schicht auf der Goldkugeloberfla¨che von Elektroden des Typs gKb ausbreiten6. Fu¨r
den mikroskopischen Eiskeim an der Elektrodenspitze wird ein a¨hnliches Wachs-
tumsverhalten erwartet, da die Benetzung der Elektrodenoberfla¨che energetisch
gu¨nstig ist (siehe Kap. 2.2.1) und die Kristallisationswa¨rme im Metallsubstrat be-
sonders schnell abgefu¨hrt werden kann (Wa¨rmeleitfa¨higkeiten kAu=320W/(m·K)
und kH2O=0,6W/(m·K) bei T=273K bzw. 270K [1]). Es ist dementsprechend
vorstellbar, dass der Keim wie in Abb. 5.1 1iangedeutet bis zum Erreichen von
n?(E = 0) im hohen elektrischen Feld entlang der Elektrodenoberfla¨che wa¨chst.
Bei E=0 und T=−1 ◦C ergibt sich mit dem Wert von r? aus Tab. 5.2 fu¨r die
Schichtdicke des Keims mit γ=0,33 ein Wert von H?= γ · r? ≈16 nm. Der Keim
bleibt bei dieser Geometrie im hohen oberfla¨chennahen Feld der Elektrode mit Si-
cherheit stabil. Es ist jedoch zu beachten, dass diese Geometrie zwangsla¨ufig eine
hohe Zahl an Stufen auf der Kristalloberfla¨che erzeugt, wodurch sich die Grenz-
fla¨chenenergien σEW und σES erho¨hen (siehe Kap. 4.4). Dies fu¨hrt nach (2.46) und
(2.43) zur Vergro¨ßerung der kritischen Keimgro¨ße.
Zum Vergleich soll der Fall betrachtet werden, dass der Eiskeim vom Ort der Keim-
bildung aus plattenfo¨rmig (auf einer Tangentialebene) in die Lo¨sung hineinwa¨chst
(siehe Abb. 5.1 2i). Abb. 5.2 ist zu entnehmen, dass das elektrische Feld auch in die-
sem Extremfall zu jedem Zeitpunkt groß genug ist, um den Keim stabil zu halten.
6Erst nach einer gewissen Zeit wachsen Eisdendriten in die Lo¨sung (H2O) hinein.
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Abb. 5.2: Verteilung der elektrischen Feldsta¨rke E entlang einer Tangentiallinie
(x-Koordinate) zur Elektrodenspitze entsprechend FEM-Simulation fu¨r die
Elektrodenspitzen GS 1 (◦) und GS 3 (4). Fu¨r die Simulation wurde idea-
lisiert eine halbkugelfo¨rmige Spitze angenommen. Linien ohne Symbole geben
den Durchmesser des kritischen Keims d? bei Annahme eines plattenfo¨rmigen
Eiskristalls entsprechend Abb. 2.12 in Abha¨ngigkeit der Feldsta¨rke an.
Dargestellt ist die Feldsta¨rke E(x) entlang einer Tangente an die Elektrodenspit-
ze fu¨r die Elektroden GS 1 und GS 3 im Moment der Pulsapplikation entspre-
chend Tab. 5.1. Außerdem ist die Abha¨ngigkeit des kritischen Keimdurchmessers
d? = 2 ·r? von E nach (4.11) und (2.44) eingezeichnet7. Der Verlauf von d? (E) gibt
anders betrachtet an, welche Feldsta¨rke E beno¨tigt wird, um den Eiskeim mit dem
Durchmesser d? wa¨hrend des Wachstums stabil zu halten. Mit Erreichen der Gro¨ße
d? (E = 0) ist der Eiskeim auch ohne Anwesenheit eines elektrischen Feldes stabil.
Es ist zu erkennen, dass der Verlauf von d? (E) vollsta¨ndig von dem Kurvenverlauf
der elektrischen Feldsta¨rke an der Elektrodenspitze eingehu¨llt wird, das Feld also
beim Wachstum des Eiskeims stets groß genug ist, um diesen stabil zu halten. Dies
gilt auch bei Beru¨cksichtigung der Schichtdicke des Keims von H?= 1
2
· γ · d? (γ≤ 1
entsprechend Abschnitt 4.3.3).
Vermutlich wird die tatsa¨chliche Gestalt des Eiskristalls an der Elektrodenspitze,
wie in Abb. 5.1 3iangedeutet, zwischen den beiden oben diskutierten Extremfa¨l-
len liegen, wodurch die Stabilita¨t des Eiskeims sichergestellt ist. Hierfu¨r ist außer-
dem entscheidend, dass die Feldsta¨rkenverteilung an der Elektrode wa¨hrend des
Wachstums des Eiskeims bis zur Gro¨ße d? (E = 0), wie weiter vorne diskutiert, als
konstant angenommen werden kann.
7Der kritische Radius und der kritische Durchmesser sind nach (4.11) und (2.44) unabha¨ngig von
γ. Bei Erho¨hung von γ steigt lediglich die Ho¨he des kritischen Clusters H?= γ · r? an.
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Aufbauend auf dem bis hier entwickelten Modell der feldinduzierten Eiskeimbil-
dung sollen nun die beobachteten Abha¨ngigkeiten der experimentell untersuchten
Parameter diskutiert werden. Hierfu¨r ist es zuna¨chst notwendig, die von obiger
Betrachtung abweichenden Keimbildungsverha¨ltnisse an den eingesetzten Isolato-
roberfla¨chen wie PTFE, Glas oder Isolationslack genauer zu betrachtet. Diese Elek-
troden werden nachfolgend allgemein als
”
blocking“-Elektroden bezeichnet.
5.2.1 Keimbildung ohne Ladungstransfer an der
Elektrodenoberfläche
Ein deutlicher Unterschied zwischen den
”
blocking“-Elektroden und Metallelektro-
den, wie einer Goldspitze, wurde beim Einfluss der Pulsdauer in Abb. 3.10 beob-
achtet. Eine Kugelelektrode mit Isolationsschicht (Typ gKi) zeigte ein deutliches
Absinken von UEKB mit zunehmender Pulsdauer, wa¨hrend im Falle einer blanken
Goldkugel (Typ gKb) oder der Goldspitze (TypGS ) kein nennenswerter Einfluss
oder sogar eine leichte Zunahme von UEKB beobachtet wurde. Der Unterschied ist
nicht auf die Elektrodenform zuru¨ckzufu¨hren, vielmehr kann der positive Einfluss
la¨ngerer Pulse (gro¨ßeres τP) bei der isolierten Kugelelektrode durch den Aufbau
einer Raumladungszone vor der Elektrode erkla¨rt werden.
Fu¨r das Modell der Keimbildung an der Metalloberfla¨che wurde davon ausgegan-
gen, dass es zu keiner nennenswerten Aufladung der Doppelschicht kommt. Be-
steht die Oberfla¨che an der sich der Eiskeim bildet jedoch aus einem Isolator,
so ist der Stromfluss u¨ber die Grenzfla¨che Elektrolyt/Substrat vernachla¨ssigbar
klein. Ionen, welche im hohen elektrischen Feld zur Substratoberfla¨che transpor-
tiert werden, bilden dort entsprechend Kap. 2.1.7 eine Raumladungszone aus. Diese
schirmt das elektrische Feld zum Lo¨sungsinneren hin ab, erho¨ht es jedoch unmit-
telbar an der Elektroden- oder Substratoberfla¨che. Sowohl die Geometrie der hier
eingesetzten Elektroden, als auch die Eigenschaften des Elektrolyten weichen deut-
lich von dem in Kap. 2.1.7 betrachteten Modellsystem nach Bazant [6] ab. Folglich
ist die Dynamik des Ionentransports zur Oberfla¨che aus diesem Modell nicht ab-
leitbar. Insbesondere fu¨hrt die geringe Ionenkonzentration im verwendeten Wasser
(σ≈ 0.5µS/cm) zu unrealistisch großen Werten fu¨r die Zeitkonstante τc der Dop-
pelschichtaufladung.
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Es soll daher abgescha¨tzt werden, ob die wa¨hrend des Zeitfensters der Keimbildung
zur Elektrode transportierte Ionenmenge das Feld tatsa¨chlich beeinflussen kann.
Hierzu wird der Ionentransport aus dem Elektrolyten zur Oberfla¨che der Isola-
tionsschicht als Aufladungsprozess eines Kondensators mit Dielektrikum betrach-
tet. Die Dicke der Isolationsschicht (Dielektrikum) auf der Elektrode dI gibt den
Minimalabstand zwischen Elektronen des Metalls und Ionen der Lo¨sung vor und
liegt bei 0,5µm<dI< 3µm. Fu¨r eine Kugelelektrode mit Durchmesser rS=0,5mm
ist dI  rS. Die Kapazita¨t kann somit durch einen Plattenkondensator mit Platten-
abstand dI und Plattenfla¨che A=4pir
2
S angena¨hert werden. Im vollsta¨ndig geladenen
Zustand befindet sich auf jeder Platte die Ladung Q=0D·Ad ·U (mit unterschiedli-
chem Vorzeichen), abha¨ngig von der Dielektrizita¨tszahl D des Dielektrikums. Fu¨r
U=U0=1·103V (typische Pulsho¨he UEKB), D=2,1 (Wert fu¨r den Isolationslack)
und dI=2µm (typische Isolationsschichtdicke) erha¨lt man Q1≈ 3·10−8C entspre-
chend Q1≈ 1,5·1011 Elementarladungen.
Zur Aufladung des Kondensators muss diese Ladungsmenge aus dem Elektroly-
ten (Wasser) zur Elektrode transportiert werden. Aufgrund der geringen Ionen-
konzentration im Wasser kann die A¨quivalentleitfa¨higkeit nach Gl. (2.11) u¨ber
Λeq≈Λ0=λ+0 +λ−0 berechnet werden. Mit σ=0,7µS/cm und einer Ionengrenzleitfa¨-
higkeit von Anionen und Kationen in der Gro¨ßenordnung λ−0 =λ
+
0 =100 S·cm2/mol
(siehe Tab. 2.2) la¨sst sich die Ionenkonzentration nach Gl.(2.13) zu c=σ/(λ+0 +
λ−0 ) ≈ 2·1021 Ionen/m3 abscha¨tzen. Hiernach wa¨re die Ladungsmenge Q1 in einem
Volumen von 7,5·10−11m3 Wasser enthalten, was einer Schicht der Dicke ≈ 23µm
um die Kugel entspricht. Bei einer Ionenbeweglichkeit in der Gro¨ßenordnung von
uI=1·10−3 cm2/V·s |8 und einer angenommenen Feldsta¨rke von 1·106V/m (siehe
Abb. 3.20), kann ein Ion die Strecke von 23µm innerhalb von 230µs zuru¨cklegen.
Nach dieser groben Abscha¨tzung, ko¨nnte die Aufladung in weniger als 1ms ab-
geschlossen sein. Bedenkt man jedoch, dass das Potenzial der Elektrode wa¨hrend
des Pulses vom Maximalwert U0 exponentiell abfa¨llt
9 und das elektrische Feld im
Einzugsgebiet der Ionen durch die Ausbildung der Raumladungszone sukzessive
geschwa¨cht wird, ist das Ergebnis der Abscha¨tzung als untere Schranke von τc zu
sehen.
Es ist dementsprechend vorstellbar, dass der in Abb. 3.10 a erkennbare Einfluss von
τP auf UEKB im Bereich 0,25<τP< 240ms durch die Ausbildung der Raumladungs-
8Die elektrische Ionenbeweglichkeit in Wasser (unendliche Verdu¨nnung) betra¨gt nach Gl. (2.14) und
Tab. 2.2 uI=3,63·10−3 cm2·V −1·s−1 fu¨r das H3O+-Ion, 2,06·10−3 cm2·V −1·s−1 fu¨r das OH−-Ion,
0,52·10−3 cm2·V −1·s−1 fu¨r das Na+-Ion und 0,79·10−3 cm2·V −1·s−1 fu¨r das Cl−-Ion.
9Das Potenzial fa¨llt innerhalb von 0,1·τP auf 0,9·U0 ab.
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zone bedingt ist10. Mit Erho¨hung der Pulsdauer τP steigt die maximale Feldsta¨rke
wa¨hrend des Pulses durch die zunehmende Aufladung der Grenzfla¨chenkapazita¨t
an. Die Keimbildung findet somit, wie in Abb. 3.10 a beobachtet, bereits bei niedri-
gerem UEKB statt. Im vollsta¨ndig geladenen Kondensator liegt bei obigem Beispiel
eine Feldsta¨rke von E=U0/dI=5·108V/m vor. Da die Ionen an der Grenzfla¨che
zum Dielektrikum eine
”
diffuse“ Schicht ausbilden, fa¨llt die Feldsta¨rke entsprechend
Abb. 2.9 ins Lo¨sungsinnere hinein rasch ab.
Diese These wird durch die Beobachtung gestu¨tzt, dass eine geringe Erho¨hung
der Leitfa¨higkeit in der Probe, etwa durch NaCl-Zugabe, die Keimbildung unter
gewissen Umsta¨nden ebenfalls begu¨nstigt. Abb. 3.18 a zeigt, dass die Erho¨hung von
σ bei kleinem τP zu einer Absenkung von UEKB fu¨hrt, wa¨hrend bei großem τP ein
solcher Effekt nicht beobachtet wird. Der beim reinen Wasser beobachtete Einfluss
der Pulsdauer verringert sich also bei Erho¨hung der Leitfa¨higkeit oder geht unter
Umsta¨nden ganz verloren. Die Erkla¨rung ist, dass in diesem Fall auch bei kurzer
Pulsdauer die notwendige Ionenmenge zur Elektrode transportiert werden kann,
um die Feldsta¨rke auf den entsprechenden Wert zu erho¨hen.
Es ist zu erwarten, dass der positive Einfluss der Lo¨sungsionen um so geringer
ausgepra¨gt ist, je dicker die Isolatorschicht auf der Elektrode ausfa¨llt. Im oben
besprochenen Bild der Grenzfla¨chenkapazita¨t gilt C∝ 1/dI, die Ladezeit der
Kapazita¨t nimmt also mit Vergro¨ßerung von dI ab. Außerdem verringert sich
unter der Annahme einer konstanter Spannung (Pulsho¨he) die Ladungsmenge
Q∝U/dI auf den Platten der vollsta¨ndig aufgeladenen Kapazita¨t. Die durch
die Ladung bedingte Erho¨hung der Feldsta¨rke in der Isolationsschicht und der
diffusen Ionenschicht fa¨llt entsprechend geringer aus. Diese beiden Faktoren
ko¨nnten den insgesamt geringeren Einfluss von τP auf UEKB und die Beschra¨nkung
der Abha¨ngigkeit auf kleine Werte von τP bei der Glaselektrode (Abb. 3.11) im
Vergleich zur isolierte Goldelektrode (Abb. 3.10 a) erkla¨ren. Die Glaselektrode
weist mit dI≈ 15µm eine deutlich gro¨ßere Isolationsschichtdicke auf als die isolierte
Goldelektrode (dI≈ 2µm). Der Vergleich von Abb. 3.18 b und Abb. 3.11 zeigt, dass
auch fu¨r die Glaselektrode eine geringfu¨gige Erho¨hung der Leitfa¨higkeit zu einer
a¨hnlich starken Absenkung von UEKB fu¨hrt, wie sie durch die Erho¨hung von τ
10Die Berechnung der Zeitkonstante fu¨r die Kondensatoraufladung nach τK=RE · C entsprechend
dem Ersatzschaltbild aus Abb. 2.7 b (lediglich eine Kapazita¨t) liefert mit C=0D·Ad und einem
Elektrolytwiderstand RE= lA · 1σ≈ 5·1010Ohm bei einer Diffusionsstrecke von l=1mm einen Wert
von τc=1,3 s. Der Ionentransport wird in diesem Fall als Stromfluss durch die gesamte Probe
beschrieben, wa¨hrend die oben durchgefu¨hrte Abscha¨tzung eine lokale Vera¨nderung der Ionen-
konzentration vor der Elektrodenoberfla¨che zula¨sst und hierdurch einen deutlich kleineren Wert
fu¨r τc liefert.
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erreicht wird. Der Effekt ist, wie im Falle der isolierten Elektrode zu erwarten,
gleichermaßen fu¨r negative und positive Elektrodenpolarita¨t zu beobachten11.
5.2.2 Negative Wirkung von Lösungsionen und Einfluss der
Probentemperatur
Die Leitfa¨higkeitserho¨hung durch Salzzugabe hat lediglich bei extrem geringenWer-
ten von σ< 10µS/cm und nur an Elektroden mit einer Isolationsschicht (
”
blocking“-
Elektrode) eine positive Wirkung auf die elektrisch induzierte Eiskeimbildung (siehe
z. B. Abb 3.17, Bereich 1 ). Die obere Grenze dieses Bereichs bei σ≈ 10µS/cm ent-
spricht einer Ionenkonzentration von 0,08mmol/l und liegt damit um etwa einen
Faktor 2000 unter dem Wert einer physiologischen NaCl-Lo¨sung (150mmol/l). Mit
Erho¨hung von σ u¨ber ≈ 10µS/cm hinaus stieg UEKB stetig an und lag in allen Ver-
suchen unabha¨ngig vom Elektrodentyp u¨ber demWert UEKB(H2O) bei Verwendung
von destilliertemWasser mit σ=0,5-0,7µS/cm (Bereich 2 ). Der Zuwachs dUEKB/dσ
nimmt jedoch mit zunehmendem σ ab. Es deutet sich ein Sa¨ttigungsverhalten an.
Beim Erreichen einer bestimmten temperaturabha¨ngigen Grenzleitfa¨higkeit steigt
UEKB erneut steil an, bevor schließlich die Reproduzierbarkeit der Keimbildung
vo¨llig verloren geht (Bereich 3 ). Das nachfolgende Modell zeigt eine mo¨gliche Er-
kla¨rung der beobachteten Abha¨ngigkeit.
Mit wachsendem σ nimmt RE und damit die Ladezeit τK der Kapazita¨t immer wei-
ter ab12. Aufgrund der Abha¨ngigkeit τK∝1/σ wird die Abnahme von τK jedoch mit
zunehmendem σ immer geringer. Um die Bedeutung von τK fu¨r die Keimbildung
zu verstehen, sollen die fu¨r die Keimbildung notwendigen Bedingungen genauer be-
trachtet werden. In Kap. 3.4.1 wurde gezeigt, dass die Keimbildung in der Regel
nicht induziert werden kann, wenn die Spannung nicht wie bei der Kondensator-
entladung plo¨tzlich anliegt, sondern erst mit einer gewissen Rate aufgebaut wird
(Spannungsrampe, Einschalten der Hochspannung). In diesem Fall kann aufgrund
des kleinen Wertes von τK angenommen werden, dass die Grenzfla¨chenkapazita¨t zu
jeder Zeit voll aufgeladen und damit die maximale Ionenkonzentration cI,max an der
Oberfla¨che erreicht ist. Offensichtlich verhindert diese hohe Ionenkonzentration die
11Stehen hingegen Metall und Lo¨sung (Wasser) in direktem Kontakt, wird bei einigen Elektro-
denmaterialien (Gold, Platin) ein deutlicher Einfluss der Polarita¨t auf UEKB beobachtet (siehe
Kap. 3.3.2).
12Dies gilt sowohl fu¨r die oben angefu¨hrte mikroskopische Betrachtung des Ionentransports, als
auch bei Verwendung des Ersatzschaltbildes.
100
5.2 Der Einfluss experimenteller Parameter
c
t

tEKB ( )
cI,max
cI,u
cI,o
t
I,o
T2( )
tEKB( )T1
tEKB( )T2
( )T1
T1 T2<
a b
c
cI,max
cI,u
cI,o
Abb. 5.3: Skizze zur Entwicklung der Ionenkonzentration an der Elektrodenoberfla¨che
wa¨hrend des Hochspannungspulses in Anlehnung an 2.8 c: Nur im Zeitfens-
ter ∆tEKB ist nach dem Erkla¨rungsansatz die Eiskeimbildung mo¨glich (siehe
Text). Zur Erstellung der Abbildung wurden Werte der Ionenkonzentration im
oberfla¨chennahen Bereich zu verschiedenen Zeitpunkten entsprechend Abb.A.2
verwendet.
Keimbildung. Andererseits ko¨nnen Ionen in der oberfla¨chennahen Raumladungs-
zone an einer isolierten Elektrode die Feldsta¨rke erho¨hen (siehe Kap. 5.2.1). Eine
gewisse Ionenkonzentration ist in diesem Fall Voraussetzung fu¨r die Keimbildung
bei der entsprechenden Pulsho¨he UEKB
13. Zwischen diesen beiden Grenzen liegt der
Bereich, in welchem die Keimbildung wa¨hrend des Pulses mo¨glich ist. Dies ist in
Abb. 5.3 a durch eine untere Schranke cI,u und eine obere Schranke cI,o der Ionen-
konzentration angedeutet.
Es ist offensichtlich, dass das Zeitfenster ∆tEKB, wa¨hrend dessen cI,u<c<cI,o ist,
mit zunehmendem σ (und hierdurch abnehmendem τK) immer schmaler wird. Die
Verringerung von ∆tEKB kann im Experiment jedoch durch eine Erho¨hung der Puls-
spannung U ausgeglichen werden, da hierdurch E und damit die Keimbildungsrate
Js ansteigen. Entsprechend Abb. 4.5 reagiert Js sehr sensibel auf eine Vera¨nderung
der Feldsta¨rke E, welche wiederum durch die Elektrodenspannung U , also das Elek-
trodenpotenzial, bestimmt wird. Mit der Erho¨hung von U verringert sich jedoch
gleichzeitig ∆tEKB, da cI,max einen ho¨heren Wert annimmt und cI,o fru¨her erreicht
wird. Andererseits wird cI,u abgesenkt, da durch die ho¨here Ausgangsfeldsta¨rke ei-
ne geringere Ionenkonzentration zum Erreichen der Grenzfeldsta¨rke notwendig ist.
Die Vera¨nderung von ∆tEKB aufgrund der Erho¨hung von U ist daher schwer abzu-
scha¨tzen. Es ist folglich nur eine prinzipielle Betrachtung des Verhaltens mo¨glich.
13Ohne die Feldsta¨rkenerho¨hung durch die Raumladungszone wa¨re, abha¨ngig vom Elektrodentyp,
eine z. T. deutlich ho¨here Pulsamplitude fu¨r die erfolgreiche Keimbildung notwendig.
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Einfluss der Probentemperatur
Das theoretische Modell sagt eine vergleichsweise geringe Abha¨ngigkeit der zur
elektrisch induzierten Eiskeimbildung beno¨tigte Grenzfeldsta¨rke EEKB von der Pro-
bentemperatur TP voraus (siehe Abb. 4.5 b). Gleichzeitig zeigen die experimentellen
Untersuchungen einen teilweise sehr deutlichen Einfluss von T auf UEKB, welcher
sich bei erho¨htem σ besonders stark bemerkbar macht (Abb. 3.17), bei einigen Elek-
trodentypen jedoch auch in destilliertem Wasser beobachtet wurde (Abb. 3.12). Zur
Erkla¨rung der experimentellen Beobachtungen werden abha¨ngig vom Elektroden-
typ im Folgenden zwei unterschiedliche Ansa¨tze diskutiert:
(1) Die Probentemperatur T hat nach Abb. 3.17 einen deutlichen Einfluss auf die
Wirkung der Leitfa¨higkeitserho¨hung: Je niedriger T , desto ho¨her ist der Maximal-
wert von σ, bis zu welchem die Keimbildung bei einem bestimmten Wert von UEKB
ausgelo¨st werden kann. Ein solches Verhalten wurde fu¨r alle untersuchten Elek-
trodentypen beobachtet. Es ist in diesem Zusammenhang anzunehmen, dass cI,o
durch die Absenkung von T erho¨ht wird, wie es in Abb. 5.3 b grafisch angedeu-
tet ist. Hierdurch wird auch das Zeitfenster der Keimbildung ∆tEKB breiter, was
der Verschma¨lerung bei einer ho¨heren Salzkonzentration in der Probenlo¨sung, also
einem gro¨ßeren σ, entgegenwirkt. Das System reagiert folglich bei tieferen Tempe-
raturen weniger sensibel auf die Erho¨hung der Leitfa¨higkeit. Der Wert cI,o ko¨nnte
etwa das Erreichen einer Ionenkonzentration repra¨sentieren, bei welcher die Gleich-
gewichtsfriertemperatur Ts lokal so weit abgesenkt ist, dass der gebildete Eiskeim
instabil wird und wieder zerfa¨llt. Hierfu¨r spricht auch die experimentelle Beobach-
tung, dass sich ein bestehender makroskopischer Eiskristall durch einen nachfolgen-
den Hochspannungspuls am Kontaktpunkt zur Elektrode aufzulo¨sen scheint (siehe
Abb.A.4 f). Die plo¨tzliche inhibitive Wirkung der Salzkonzentrationserho¨hung in
Bereich 3 ko¨nnte folglich bedeuten, dass der Keim nach Entstehung aufgrund des
immer kleiner werdenden Wertes von ∆tEKB nicht innerhalb des Zeitfensters aus
dem elektrodennahen Bereich herauswachsen kann, das Wachstum durch die hohe
Ionenkonzentration bei Erreichen von cI,o blockiert wird und der Keim zerfa¨llt.
(2) Bei Elektroden, welche auf einer Goldkugel basieren (Typ gK* ), werden ent-
sprechend Abb. 3.20 die fu¨r die Keimbildung beno¨tigten Feldsta¨rken nicht ohne
weiteres erreicht. So wurde auf der Oberfla¨che einer aufgeschmolzenen Goldkugel
in keinem Fall eine erfolgreiche Keimbildung beobachtet. An Unregelma¨ßigkeiten
in der Isolatoroberfla¨che (Typ gKi) oder am U¨bergang zwischen Isolationsschicht
und Metall (Typ gKb) steigt E jedoch lokal deutlich an. Die experimentellen Unter-
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suchungen legen nahe, dass dort punktuell die notwendige Grenzfeldsta¨rke erreicht
wird. Es soll angenommen werden, dass der Eiskeim nur gebildet wird, wenn die
kritische Feldsta¨rke im gesamten, von n? eingenommenen Volumen vorliegt. Der
Einfluss der Probentemperatur auf UEKB ist dann durch die Abnahme von n
? bei
Reduzierung von T (siehe Tab. 5.2) zu erkla¨ren: Aufgrund des stark divergenten
Charakters des Feldes an den Punkten ho¨chster Feldsta¨rke, den mo¨glichen Keim-
bildungsorten (siehe Abb. 3.20 a), wird die kritische Feldsta¨rke bei sinkendem T
und hierdurch abnehmendem n? bei immer geringeren Werten von UEKB erreicht.
Hierfu¨r spricht, dass sich das Verhalten von UEKB bei Variation von T fu¨r die ver-
schiedenen Elektrodentypen bei Versuchen in Wasser ohne Salzzusatz grundsa¨tzlich
unterscheidet (Abb. 3.12): Die Gruppe der Elektroden, an welchen die Feldsta¨rke
nur durch zusa¨tzliche Felderho¨hung an lokalen Oberfla¨chenunregelma¨ßigkeiten er-
reicht wird (Typ gkI, gKb, gKbr) zeigt eine deutliche Temperaturabha¨ngigkeit, wa¨h-
rend UEKB an Elektrodenspitzen, bei denen die kritische Feldsta¨rke im gesamten
Bereich der Spitze erreicht wird, nahezu konstant ist. Die Elektrode vom Typ kKi
z. B. zeigt lediglich eine schwache Temperaturabha¨ngigkeit von UEKB (siehe hier-
zu weiter unten im Text). Das unterschiedliche Temperaturverhalten ist demnach
durch die unterschiedlich starke Divergenz des elektrischen Feldes an den jewei-
ligen Keimbildungsorten zu erkla¨ren. Diese ist trotz des geringen Kru¨mmungsra-
dius der Elektrodenspitzen dort offenbar geringer als an Oberfla¨chendefekten und
-rauigkeiten oder dem U¨bergang vom Isolationsmaterial zum Metall.
Vermutlich ist dieser Mechanismus auch fu¨r die beobachtete Temperaturabha¨ngig-
keit in Abb. 3.17 bei sehr kleinem σ (z. B. im Wasser ohne Salzzusatz) verantwort-
lich, wa¨hrend er bei ho¨heren Leitfa¨higkeiten vom Einfluss des Ionentransports auf
∆tEKB [siehe (1)] u¨berlagert wird.
Der in Abb. 3.15 beobachtete Einfluss von σ auf Tmaxn bei direktem Kontakt zwi-
schen Metall und Lo¨sung kann, a¨hnlich wie bei den oben betrachteten
”
blocking“-
Elektroden, durch das Erreichen einer Stoffkonzentration an der Oberfla¨che erkla¨rt
werden, welche die Eiskeimbildung beeintra¨chtigt. Ionen werden in diesem Fall an
der Grenzfla¨che Metall/Wasser durch Ladungstransfer neutralisiert. Es kommt we-
gen RD<RE nicht zu einer nennenswerten Aufladung der Doppelschicht und der
dadurch bedingten Felderho¨hung. Die Anwesenheit des Fremdstoffes (Reaktions-
produkt) kann jedoch wiederum zu einer Beeintra¨chtigung der EKB durch Ab-
senkung von Ts der Lo¨sung im Bereich der Elektrodenspitze fu¨hren. Wenn der
Abtransport der neutralisierten Ionen durch Diffusion als vergleichsweise langsam
angenommen und das vereinfachende Ersatzschaltbild herangezogen wird, ist bei
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Vernachla¨ssigung der Warburg-Impedanz c∝ iD·t, mit der Durchtrittsstromdichte
iD=U/REA und der Durchtrittsfla¨che A. In Abb. 5.3 wu¨rde dies durch Geraden der
Steigung iD repra¨sentiert werden. Auch in diesem Fall wird das Zeitfenster ∆tEKB
bis zum Erreichen der oberen Grenze der Reaktionsprodukt-Stoffkonzentration cR,o
(analog zu cI,o) mit abnehmendem RE kleiner.
Vor diesem Hintergrund ko¨nnen die experimentellen Ergebnisse folgendermaßen
interpretiert werden: Das Absenken der Probentemperatur bei regelma¨ßiger Puls-
applikation entspricht einer Erho¨hung von cR,o, welche solange stattfindet, bis die
hierdurch bedingte Verbreiterung des Zeitfensters eine Keimbildung zula¨sst. Mit
Erho¨hung von σ bzw. Verringerung von RE, wa¨chst c immer schneller an, sodass
erst bei ho¨herem cR,o, also tieferen Probentemperaturen, der fu¨r die Keimbildung
notwendige Minimalwert von ∆tEKB erreicht wird.
Die Keimbildung an einer Spitze zeigt eine spezielle Abha¨ngigkeit von σ (siehe
Abb. 3.16). Offensichtlich wird bereits bei σ≈ 5µS/cm der Punkt erreicht, ab wel-
chem der gebildete Eiskeim nicht mehr in jedem Fall aus dem Bereich der Spitze
herauswachsen kann, bevor durch Erreichen von cR,o das weitere Wachstum blo-
ckiert und der Keim aufgelo¨st wird. Der Keimbildungsort verschiebt sich bei wei-
terer Erho¨hung von σ komplett an den Grenzbereich zwischen Isolationsschicht
und Metall. Hierfu¨r ist vermutlich ein geometrischer Einfluss entscheidend: Der
Raumwinkel, aus dem Ionen auf ein bestimmtes Oberfla¨chensegment transportiert
werden, ist bei der als halbkugelfo¨rmig angenommenen Spitze gro¨ßer als beim et-
wa zylinderfo¨rmigen Schaft, welcher zusa¨tzlich einen gro¨ßeren Radius aufweist. Die
σ-Abha¨ngigkeit der Eiskeimbildung fa¨llt deshalb am Schaft geringer aus. Hier steigt
c langsamer an als an der Spitze.
Im Bereich sehr geringer Leitfa¨higkeiten von 0<σ< 5µS/cm wird die Keimbildung
an der Spitze von der Verringerung von ∆tEKB offensichtlich kaum beeinflusst. Es ist
mo¨glich, dass bei insgesamt hohen Wertes von dc/dt die Verku¨rzung des Zeitfensters
aufgrund der empfindlichen Abha¨ngigkeit der Keimbildungsrate Js von E(UˆPuls)
durch eine geringfu¨gige Erho¨hung der Pulsamplitude UˆPuls bzw. UEKB ausgeglichen
werden kann.
Bei verschiedenen Versuchen zum Einfluss von Salzen auf die EKB wurde die Leit-
fa¨higkeit sowohl durch NaCl- als auch KCl-Zugabe auf die jeweils gleichen Werte
eingestellt (siehe Abb. 3.16 und Abb. 3.18 b). Es wurde erwartet, dass sich die unter-
schiedliche Ionenbeweglichkeit bei der Wirkung der Ionen auf die EKB bemerkbar
macht. Die beste U¨bereinstimmung zwischen Theorie und Experiment wurde jedoch
erreicht, wenn die Messwerte von UEKB auf die Leitfa¨higkeit der Lo¨sung und nicht,
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wie nach obigen U¨berlegungen zu erwarten, auf den Beitrag von Kationen (bei neg.
Polarita¨t der aktiven Elektrode) bzw. Anionen (bei pos. Polarita¨t) zur Leitfa¨higkeit
bezogen wurden14. Immerhin liegen die Werte von UEKB in Abb. 3.16 fu¨r KCl leicht
oberhalb der Werte von NaCl, wie es aufgrund von cK+·uK+>cNa+·uNa+ bei gleicher
Gesamtleitfa¨higkeit σNaCl=σKCl (Ionenkonzentration c, elektrische Beweglichkeit u)
zu erwarten ist.
5.2.3 Einfluss des Elektrodenabstandes
In Kap. 3.3.3 wurde festgestellt, dass die erwartete Abstandsabha¨ngigkeit von UEKB
nur dann zu beobachten ist, wenn an beiden Elektroden das Metall (Au) in direk-
tem Kontakt zur Probe (Wasser) steht. Sobald eine
”
blocking“-Elektrode eingesetzt
wird, kann eine Absenkung von UEKB bei Verringerung des Elektrodenabstandes
nicht mehr (eindeutig) beobachtet werden. Dies kann durch den oben beschriebe-
nen Aufbau einer Raumladungszone vor der Oberfla¨che erkla¨rt werden. Die Ionen
schirmen das elektrische Feld der
”
blocking“-Elektrode ins Lo¨sungsinnere hinein
ab. Hierdurch wird die Wechselwirkung der Ladungen auf den beiden Elektroden
reduziert und geht schließlich vollsta¨ndig verloren, wenn das elektrische Feld im
Raum zwischen den Elektroden verschwindet15. Die elektrischen Feldlinien verlau-
fen in diesem Fall nicht mehr von Elektrode zu Elektrode, sondern enden, von der
Elektrodenoberfla¨che ausgehend, in der Raumladungszone.
Wird nur eine
”
blocking“-Elektrode eingesetzt, enden die Feldlinien der nicht isolier-
ten Elektrode an den Gegenionen in der Lo¨sung, welche aufgrund der Ladungstren-
nung beim Aufbau der Raumladungszone vor der
”
blocking“-Elektrode eine ho¨here
Konzentration aufweisen. Dieser Effekt fu¨hrt offensichtlich dazu, dass durch eine
Reduzierung des Elektrodenabstands die Feldsta¨rke an der Keimbildungselektrode
nicht wesentlich erho¨ht bzw. UEKB nicht reduziert wird (siehe Abb. 3.9).
Ist jedoch wie bei blanken Metallelektroden an beiden Elektroden ein Ladungs-
durchtritt mo¨glich, so ist aufgrund von RD<RE der Aufbau einer Raumladungszo-
ne stark eingeschra¨nkt. FEM-Simulationen zeigen entsprechend Abb. 5.4, dass in
diesem Fall die elektrische Feldsta¨rke an der Elektrodenoberfla¨che (Endpunkte der
Kurven) mit Reduzierung des Elektrodenabstandes d bei konstantem Elektroden-
14Aufgrund der großen Ungenauigkeit der Werte in Abb. 3.18 b ist diese Beobachtung lediglich fu¨r
die in Abb. 3.16 dargestellten Ergebnisse mit neg. Polarita¨t der Elektrode aussagekra¨ftig.
15Dass das Elektrolytinnere tatsa¨chlich feldfrei werden kann, ist anhand von Abb. 2.8 e zu erkennen,
wo ϕ? bei t?=20 in einem gewissen Abstand von der Elektrodenoberfla¨che einen konstanten Wert
(ϕ?=0) annimmt.
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Abb. 5.4: Abha¨ngigkeit der Feldsta¨rke vom Elektrodenabstand bei konstantem Elektro-
denpotenzial entsprechend einer FEM-Simulation: a Feldsta¨rke auf der Verbin-
dungslinie zwischen den Elektroden (x-Richtung) fu¨r unterschiedliche Elektro-
denabsta¨nde d. Die Feldsta¨rke E/E? ist hierbei normiert auf den Wert E? an
der Elektrodenoberfla¨che bei sehr großem Elektrodenabstand (keine gegensei-
tige Beeinflussung der Elektroden). Die x-Koordinate und der Elektrodenab-
stand d sind als Vielfaches des Spitzenradius RS der Elektrode angegeben. Die
Ergebnisse sind folglich fu¨r unterschiedliche Werte von RS gu¨ltig; b grafische
Darstellung der Simulationsergebnisse.
potenzial deutlich ansteigen sollte, wenn ein Wert von d≈ 3·RS unterschritten wird.
Tatsa¨chlich wird mit sinkendem Elektrodenabstand eine geringere Spannung UEKB
zum Auslo¨sen der elektrisch induzierten Eiskeimbildung beno¨tigt, was auf eine Er-
ho¨hung des Verha¨ltnisses EEKB/UEKB schließen la¨sst (siehe Abb. 3.8). Gerade der
in Abb. 5.4 besonders stark ausgepra¨gte Effekt bei sehr kleinem Elektrodenabstand
wurde experimentell jedoch nicht beobachtet. Vermutlich ist die Reduzierung von
RE mit kleiner werdendem Elektrodenabstand hierfu¨r verantwortlich, welche auch
experimentell anhand einer Verringerung der Pulsbreite τP festgestellt wurde. Bei
geringerem Elektrolytwiderstand RE zwischen den Elektroden findet ein gro¨ßerer
Stromfluss und ein gro¨ßerer Stoffumsatz an der Elektrode statt. Diese Effekte wer-
den in der FEM-Simulation nicht beru¨cksichtigt. Das Zeitfenster der Keimbildung
wird folglich durch die Erho¨hung von dc/dt (siehe oben) schmaler, was sich negativ
auf die EKB auswirkt. Dies kann die beobachtete Zunahme von UEKB fu¨r d=10µm
in Abb. 3.8 a und d=2µm in Abb. 3.8 b erkla¨ren.
Die Beobachtung, dass die Keimbildungs-Eigenschaft der Elektrode nach nicht er-
folgreicher Keimbildung bei sehr kleinem Elektrodenabstand nachhaltig beeintra¨ch-
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tigt bleibt und erst durch die Applikation eines Pulses mit entgegengesetzter Polari-
ta¨t wieder
”
zuru¨ckgesetzt“ werden kann, ist mo¨glicherweise auf die Adsorption von
Lo¨sungsbestandteilen oder Reaktionsprodukten an der Metalloberfla¨che zuru¨ckzu-
fu¨hren, welche die Energetik der Keimbildung beeinflussen (siehe auch unten).
5.2.4 Einfluss nicht-ionischer Additive
Die Anwesenheit von Additiven, welche in Lo¨sung keine Ladung tragen, la¨sst im
Vergleich zur Wirkung von Ionen einen deutlich geringeren Einfluss auf die Keim-
bildung erwarten. Lediglich im inhomogenen elektrischen Feld wirkt auf die Ato-
me/Moleku¨le eine Kraft F= p·gradE aufgrund der induzierten Ladungsverschie-
bung (Polarisation) oder eines bereits vorhandenen Dipolmoments p. Diese Kraft ist
jedoch im Vergleich zur Coulombkraft, die die Ionen im elektrischen Feld erfahren,
sehr gering. Außerdem wird das elektrische Feld an der Elektrodenoberfla¨che auch
bei einer erho¨hten Additivkonzentration nur unwesentlich beeinflusst. Der Einfluss
auf die Keimbildung, ausgedru¨ckt durch die Absenkung von Tmaxn ist entsprechend
gering (siehe Abb. 3.13).
Es ist auffallend, dass das Verha¨ltnis von ∆Tmaxn zu ∆Ts bei Zugabe von Glucose
oder Glycerol recht genau mit einem in [67; 144] beschriebenen Verhalten u¨ber-
einstimmt. Dort wurde die Absenkung der Temperatur der spontanen Eiskeimbil-
dung ∆Tn, sp=T
?
n, sp-Tn, sp im Verha¨ltnis zur Absenkung der Schmelztemperatur der
Lo¨sung ∆Ts=T
?
s -Ts bei Zugabe unterschiedlicher Additive untersucht. Die mit ei-
nem Stern gekennzeichneten Werte gelten hierbei fu¨r die additivhaltige Lo¨sung.
Wa¨hrend man aus Abb. 3.13 Werte von ∆Tmaxn /∆Ts=1,9 fu¨r Glucose und 1,5 fu¨r
Glycerol entnimmt, wird in den oben erwa¨hnten Vero¨ffentlichungen das Verha¨lt-
nis ∆Tn, sp/∆Ts bei c=100 g/l mit etwa 2,0 fu¨r Glucose (extrapoliert) und 1,4 fu¨r
Glycerol angegeben. Eine Erkla¨rung fu¨r die Zahlenwerte wird dort allerdings nicht
gegeben.
Mo¨glicherweise ist die Adsorption von Additivmoleku¨len an der Elektrodenoberfla¨-
che fu¨r die sta¨rkere Absenkung von Tmaxn im Verha¨ltnis zu Ts verantwortlich. Dies
ko¨nnte durch eine Erho¨hung der Additivkonzentration an der Elektrodenoberfla¨che
aufgrund der Bewegung der Moleku¨le im inhomogenen Feld unterstu¨tzt werden. Der
Einfluss von HES wurde in [67; 144] nicht untersucht, mit zunehmendemMolekular-
gewicht wurde allerdings eine Erho¨hung des Verha¨ltnisses ∆Tn, sp/∆Ts beobachtet.
Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass der in der vorliegenden Arbeit ermittelte ex-
trem hohe Wert von ∆Tmaxn /∆Ts≈ 1500 fu¨r HES durch den oben beschriebenen
Zusammenhang zu erkla¨ren ist.
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Durch die Versuchsbedingungen, der regelma¨ßigen Pulsgabe bei gleichzeitiger Tem-
peraturabsenkung, gehen der Keimbildung in jedem Fall mehrere Pulse voraus,
wa¨hrend derer sich eine erho¨hte Additivkonzentration bilden und die Adsorption
der Moleku¨le an der Elektrodenoberfla¨che unterstu¨tzt werden kann. Die Energetik
der Keimbildung wu¨rde in diesem Fall durch die Vera¨nderung der Grenzfla¨chenener-
gie σES zwischen Elektrode und Eiscluster und die hierdurch bedingte Vera¨nderung
des Koeffizienten γ (siehe Gl. 2.43) beeinflusst werden. Nach Gl. 4.15 variiert mit γ
der Parameter B und damit die Keimbildungsrate Js. Eine Erho¨hung von Gamma
durch Vergro¨ßerung von σES fu¨hrt entsprechend Abb. 4.5 li. bei konstanter Feldsta¨r-
ke zu einer Verringerung von Js, was jedoch durch die Absenkung der Temperatur
(Abb. 4.5 re.) ausgeglichen werden kann.
Die Erho¨hung der Additivkonzentration vor der Elektrode und die hiermit verbun-
dene lokale Erniedrigung von Ts wa¨hrend des Pulses sind weitere Erkla¨rungsmo¨g-
lichkeiten fu¨r die beobachtete Absenkung von Tmaxn . Die bezogen auf Ts besonders
deutliche Wirkung von HES ko¨nnte in diesem Zusammenhang durch ein ho¨heres
induziertes Dipolmoment des Makromoleku¨ls (Molekulargewicht 200 000 Dalton)
und die gro¨ßere auf das Moleku¨l wirkende Kraft in Richtung der Elektrode be-
gru¨ndet sein. Andererseits wird die Beweglichkeit des Moleku¨ls durch seine Gro¨ße
herabgesetzt. Die resultierende Geschwindigkeit der Bewegung im elektrischen Feld
der Elektrode ist kaum abzuscha¨tzen.
Abb. 3.14 legt fu¨r das Additiv Glycerol nahe, dass ein von der Probentempera-
tur abha¨ngiger Grenzwert der Additivkonzentration vorliegt, oberhalb dem auch
bei deutlicher Erho¨hung von UEKB die Keimbildung nicht mehr induziert werden
kann. Dieses spricht gegen die ausschließliche Wirkung des Additivs auf σES (s.o.),
da die hieraus resultierende Vera¨nderung von γ durch eine Erho¨hung des Feldes
E(U) auszugleichen sein sollte. Die Absenkung von Ts erscheint in diesem Zusam-
menhang als Ursache plausibler. Auch eine gemeinsame Wirkung der beiden oben
beschriebenen Mechanismen ist vorstellbar.
5.2.5 Einfluss des Elektrodenmaterials
Die in Abb. 3.7 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass bei negativer Polarita¨t der
Elektrode nur ein sehr geringer Unterschied der Keimbildungseigenschaften zwi-
schen den Elektrodenmaterialien Au, Pt, Cu und Ti festzustellen ist. Es wa¨re zu
erwarten, dass die unterschiedlichen Bindungsenergien zwischen den Wassermole-
ku¨len und den Oberfla¨chenatomen des jeweiligen Metalls die Keimbildungsener-
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getik und damit letztlich die beno¨tigte Grenzfeldsta¨rke EEKB bzw. die beno¨tigte
Pulsspannung UEKB beeinflussen. Wie in Kap. 5.2.4 bereits angesprochen ko¨nnen
Unterschiede in den Grenzfla¨chenenergien jedoch durch eine verha¨ltnisma¨ßig ge-
ringe Variation der elektrischen Feldsta¨rke ausgeglichen werden (siehe Gl. 4.14 mit
Gl. 4.15). Die Auswirkungen der spezifischen Oberfla¨cheneigenschaften sind ver-
mutlich durch die Streuung der Messwerte von UEKB verdeckt.
Wird an den Elektroden ein positives Puls-Potential angelegt, so ist ein deutlicher
Unterschied von UEKB zwischen Pt, Au einerseits und Cu, Ti andererseits zu er-
kennen. Die starke Streuung der Messwerte bei Au und Pt, sowie die Tatsache,
dass die Keimbildung in vielen Fa¨llen gar nicht induziert werden konnte, deuten
darauf hin, dass ein bei dieser Polarita¨t ablaufender Elektrodenprozess die Keim-
bildung massiv beeintra¨chtigt. An Cu und Ti findet dieser Prozess offensichtlich
nur eingeschra¨nkt oder gar nicht statt, da sich die Werte fu¨r positive und negative
Puls-Polarita¨t kaum unterscheiden.
Das Anlegen eines konstanten Potentials bei T>0 ◦C an die Elektroden weist auf
einen charakteristischen Unterschied hin: Im Mikroskopiebild ist bei Au eine rei-
ne Gasentwicklung zu beobachten, wa¨hrend sich an der Cu-Elektrode eine Fest-
stoffschicht auf der Elektrodenoberfla¨che bzw. ein Feststoffschleier in der Lo¨sung
bildet. Es ist bekannt, dass Cu und Ti bei anodischem Potential zur Bildung von
Metalloxiden neigen (Cu2+ + 1
2
O2→CuO), wa¨hrend sich an den ”edlen“ Metallen
Au und Pt (hohes Standardpotenzial) reiner Sauerstoff abscheidet. Offensichtlich
ist die sta¨rkere Sauerstoffentwicklung fu¨r die Beeintra¨chtigung der Keimbildung
an Au- und Pt- Elektroden mit anodischem Potential verantwortlich. Die bei ka-
thodischem Potential stattfindende Wasserstoffentwicklung ist im Vergleich hierzu
offenbar unproblematisch.
5.2.6 Besondere Effekte an kleinen isolierten
Kugelelektroden
Das Verhalten der Elektrode vom Typ kKi in Abb. 3.8 a gleicht trotz der aufge-
brachten Isolationsschicht eher einer Elektrode, bei der das Metall in direktem
Kontakt mit der Lo¨sung steht. Dies ist anhand der REM-Aufnahme der Ober-
fla¨che nach Durchfu¨hrung der Versuche zu verstehen (siehe Abb. 5.5). An vielen
Punkten scheint die Isolation, vermutlich durch die extrem hohe Feldsta¨rke in-
nerhalb der Isolationsschicht,
”
abgesprengt“ worden zu sein. Dies ist bei einer
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Abb. 5.5: Defekte in der Isolationsschicht an einer Elektrode vom Typ kKi : a FEM-
Simulation der elektrischen Feldsta¨rke E und b REM-Aufnahme der Ober-
fla¨che nach dem experimentellen Einsatz. Fu¨r diese Aufnahmen wurde der
GSE-Detektor (”gaseous secondary electron“-Detektor) genutzt. Zusa¨tzliche
Aufnahmen mit einem BSE-Detektor (”backscatter elektron“-Detektor) bele-
gen, dass es sich bei dem im Krater sichtbaren Material um die aufgeraute
Goldoberfla¨che der Elektrode handelt (hier nicht gezeigt).
Durchschlagsfestigkeit des Lacks (Cramolin Urethan klar, ITW Chemische Produk-
te GmbH, Mu¨hlacker) von 8,3·107V/m (Herstellerangabe) gut vorstellbar. Es sind
in Abb. 5.5 b Krater sichtbar, welche bis auf die Metalloberfla¨che hinunterreichen.
Die Goldoberfla¨che ist in diesem Bereich außerdem deutlich aufgeraut. Innerhalb
der Krater herrschen ideale Keimbildungsverha¨ltnisse aufgrund der lokal deutlich
erho¨hten Feldsta¨rke (siehe Abb. 5.5 a), und der gu¨nstigen geometrischen Verha¨lt-
nisse an Vertiefungen innerhalb der rauen Goldoberfla¨che oder am U¨bergang zur
Isolationsschicht.
Experimentell wurde die Verbesserung der Keimbildungseigenschaften dieser Elek-
trode mit zunehmender Einsatzdauer durch die Bescha¨digung der Oberfla¨che be-
obachtet. Eine solche Vera¨nderung der Isolationsschicht trat zufa¨llig und nur bei
kleinen Kugelelektroden und sehr du¨nnen Lackschichten (0,5- 1µm) auf. Die sehr
gu¨nstigen Eigenschaften dieses Elektrodentyps bezu¨glich der Eiskeimbildung sind
in etwa mit denen der gea¨tzten Goldspitzen zu vergleichen (siehe Abb. 3.12 b). Die
erfolgreiche und reproduzierbare Eiskeimbildung ist in beiden Fa¨llen bereits bei
Pulsho¨hen von wenigen hundert Volt mo¨glich. Gleichzeitig ist sie mechanisch deut-
lich stabiler, sodass ein solcher Elektrodenaufbau fu¨r den praktischen Einsatz in-
teressant sein ko¨nnte. Entsprechende Isolationsschichten mit
”
Lo¨chern“ definierten
Durchmessers ließen sich etwa durch lithografische Methoden oder durch Laser-
strukturierung der Isolationsschicht gezielt herstellen.
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Das in Kap. 4 pra¨sentierte theoretische Modell der elektrisch induzierten Eiskeim-
bildung beschreibt einen sprunghaften Anstieg der Keimbildungsrate beim Errei-
chen einer Grenzfeldsta¨rke EEKB. Grund hierfu¨r ist nach dem thermodynamischen
Modell die Absenkung der Feldenergie und die damit verbundene Vera¨nderung der
energetischen Verha¨ltnisse bei der Bildung eines Eisclusters. Die kritische Keim-
gro¨ße, oberhalb derer der Eiscluster stabil ist, wird bei Erreichen von EEKB deut-
lich abgesenkt. Gleichzeitig sinkt die Keimbildungsenergie, wodurch schließlich die
Keimbildungsrate anwa¨chst.
Die experimentellen Untersuchungen ergaben fu¨r die induzierte Eiskeimbildung an
einer Goldspitze eine beno¨tigte Feldsta¨rke von durchschnittlich ≈ 3·109V/m. Durch
Abscha¨tzung der Keimbildungsrate, welche bei den experimentellen Untersuchun-
gen zur Keimbildung fu¨hrt, wurde der Bezug zwischen Experiment und Modell her-
gestellt. Das entwickelte Modell sagt die heterogene Keimbildung bei einer Feld-
sta¨rke zwischen 0,5·109 und 1·109V/m vorher. Fehlerquellen sind vor allem die
nicht exakt bestimmbaren experimentellen Keimbildungsverha¨ltnisse. Hierbei ist
besonders die Wirkung von Ionen im Wasser wa¨hrend des kurzen Spannungspulses
schwer zu quantifizieren. Mo¨gliche Parameter, u¨ber die der Transport von Ionen
im elektrischen Feld die Keimbildung beeinflusst, wurden betrachtet und deren
Auswirkungen abgescha¨tzt. Die U¨bereinstimmung der Gro¨ßenordnung von experi-
mentell und theoretisch abgeleiteter Feldsta¨rke fu¨r die Keimbildung spricht fu¨r die
Richtigkeit des pra¨sentierten theoretischen Modells.
Die Ergebnisse der experimentellen Untersuchungen mit unterschiedlichen Elektro-
dentypen legen in U¨bereinstimmung mit dem theoretischen Modell nahe, die indu-
zierte Eiskeimbildung allein auf die Wirkung des elektrischen Feldes zuru¨ckzufu¨h-
ren (siehe Kap. 4). Alternative Erkla¨rungsansa¨tze, wie sie in der Literatur zu finden
sind, ko¨nnen fu¨r die hier vorliegenden experimentellen Bedingungen ausgeschlos-
sen und folglich nicht als allgemeingu¨ltige Erkla¨rung des Pha¨nomens angesehen
werden. In einigen Arbeiten, bei denen durch spezielle experimentelle Bedingungen
die ausschließliche Wirkung des elektrischen Feldes auf die Keimbildung untersucht
werden sollte, konnte diese nicht nachgewiesen werden [11; 13; 100]. Allerdings wur-
de in diesen Arbeiten die hier ermittelte Grenzfeldsta¨rke von etwa 1·109V/m bei
weitem nicht erreicht. Die dort gewonnenen Ergebnisse sprechen also nicht gegen
das pra¨sentierte Modell, vielmehr kann der Umstand, dass eine positive Wirkung
des elektrischen Feldes auf die Keimbildung nicht beobachtet wurde, mit der un-
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zureichenden Feldsta¨rke erkla¨rt werden. Die von Rau [105] angegebene Grenzfeld-
sta¨rke von 1,9 ·106 - 6 ·106V/m leitet sich von der lichtmikroskopisch erfassbaren
Elektrodengeometrie ab. Es ist jedoch zu erwarten, dass, bedingt durch eine ge-
wisse Oberfla¨chenrauigkeit, an einzelnen Punkten eine deutlich ho¨here Feldsta¨rken
vorlag. So ko¨nnte an diesen Punkten der in der vorliegenden Arbeit ermittelte Wert
(s. o.) ebenfalls erreicht worden sein.
Die elektrisch induzierte Eiskeimbildung wird im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt,
um die Keimbildungstemperatur bei Einfriervorga¨ngen in der Kryobiologie und in
der Gefriertrocknung zu kontrollieren. Vor diesem Hintergrund wurde in Kap. 3.3
auch der Einfluss von Salzen und nicht-ionischen Additiven auf die Eiskeimbil-
dung systematisch untersucht. Es zeigte sich, dass bereits eine geringe Menge an
Salzionen in der Lo¨sung die Eiskeimbildung beeintra¨chtigen und beim Erreichen
einer Grenzkonzentration vollsta¨ndig verhindern kann. Dies ist nach den U¨ber-
legungen aus Kap. 5.2 auf die starke Erho¨hung der Fremdstoffkonzentration an
der Elektrodenoberfla¨che wa¨hrend des Hochspannungspulses zuru¨ckzufu¨hren. Sie
ist eine Konsequenzen aus dem Ladungstra¨gertransport innerhalb der Lo¨sung be-
dingt durch das hohe externe elektrische Feld. Eine mo¨glichst sprunghafte Erho¨-
hung des Elektrodenpotenzials, wie sie bei den eingesetzten Spannungspulsen vor-
liegt, ist Voraussetzung fu¨r eine zuverla¨ssige Eiskeimbildung. In diesem Fall ist
der Ionentransport
”
langsam“ im Vergleich zur Erho¨hung des elektrischen Feldes
und die Keimbildung wird nicht durch hohe Ionen-/Fremdstoffkonzentration an
der Elektrode beeintra¨chtigt. Der negative Einfluss nicht-ionischer Additive auf
die Eiskeimbildung fa¨llt deutlich geringer aus als der von Ionen. Im inhomogenen
elektrischen Feld der Elektrode findet zwar auch bei ungeladenen, gro¨ßeren Mole-
ku¨len ein Transport zur Elektrode statt, dieser ist jedoch aufgrund der kleineren
elektrischen Kraft und des ho¨heren Reibungswiderstandes sehr viel geringer. Die
Probentemperatur hat nach dem Modell im experimentell untersuchten Tempera-
turbereich (−6 ◦C<T <−1 ◦C) einen vergleichsweise geringen Einfluss auf die zur
Keimbildung beno¨tigte Grenzfeldsta¨rke. Dieses wurde unter geeigneten Bedingun-
gen (Goldspitzenelektrode) auch experimentell beobachtet. Sobald die Keimbildung
durch Ionen oder nicht-ionische Fremdstoffe in der Lo¨sung beeinflusst wird, ist die
Probentemperatur jedoch ein entscheidender Parameter. So kann die negative Wir-
kung einer erho¨hten Ionen- oder Fremdstoffkonzentration bis zu einem gewissen
Grad durch die positive Wirkung einer sta¨rkeren Unterku¨hlung der Lo¨sung ausge-
glichen werden.
Es ko¨nnte erwartet werden, dass die Verringerung des Elektrodenabstandes zu einer
deutlichen Reduzierung des zur Erzeugung der Grenzfeldsta¨rke beno¨tigten Elektro-
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denpotenzials fu¨hrt. Fu¨r die eingesetzten
”
blocking“-Elektroden wurde dieser Ein-
fluss jedoch nicht beobachtet. Dies ist durch die Ausbildung einer Raumladungszone
vor der Elektrodenoberfla¨che zu erkla¨ren, welche das elektrische Feld abschirmt und
die Feldsta¨rke im Raum zwischen den Elektroden absenkt. Im Falle
”
blanker“ Me-
tallelektroden ist eine Abstandsabha¨ngigkeit beobachtbar, sie fa¨llt allerdings eher
gering aus. Der sinkende Gesamtwiderstand des Elektrolyten zwischen den Elek-
troden bei Reduzierung des Abstandes fu¨hrt zu einem zunehmenden Stromfluss
und damit zur Erho¨hung der Ionen-/ Fremdstoffkonzentration an den Elektrodeno-
berfla¨chen. Diese wirkt sich wiederum negativ auf die Keimbildung aus. Bei sehr
kleinen Elektrodenabsta¨nden im Bereich einiger µm konnte die Keimbildung aus
diesem Grund teilweise nicht mehr ausgelo¨st werden. Mit Reduzierung des Elek-
trodenabstandes steigt die mittlere Feldsta¨rke im Raum zwischen den Elektroden
bezogen auf die Feldsta¨rke an der Elektrodenoberfla¨che immer weiter an. Experi-
mentell wurde bei einem Elektrodenabstand im µm-Bereich ein elektrischer U¨ber-
schlag beobachtet, bevor die fu¨r die Keimbildung beno¨tigte Feldsta¨rke erreicht wer-
den konnte. Bei einer Durchschlagsfeldsta¨rke von etwa 6·107V/m in Wasser [47; 19]
und der in dieser Arbeit ermittelten Grenzfeldsta¨rke fu¨r die elektrisch induzierte
Eiskeimbildung von 1·109V/m ist dies nicht u¨berraschend. Folglich erzeugt eine
optimale Elektrodenkonfiguration wie die in dieser Arbeit eingesetzte Elektroden-
spitze mit mo¨glichst kleinem Spitzenradius die beno¨tigte Grenzfeldsta¨rke in einem
ra¨umlich eng begrenzten Bereich auf der Elektrodenoberfla¨che. Der hohe Gradi-
ent des elektrischen Feldes ist notwendig, um den Einfluss von Ionen oder anderen
Fremdstoffen in der Lo¨sung gering zu halten.
Der starke negative Einfluss von Ionen in der Lo¨sung fu¨hrt dazu, dass die elektrisch
induzierte Eiskeimbildung bei einer Salzkonzentration, wie sie im physiologischen
Milieu biologischer Systeme vorliegt, nicht erfolgreich angewendet werden kann.
Im folgenden Kapitel wird daher eine Methode entwickelt, wie das Verfahren den-
noch fu¨r die Kryokonservierung von biologischem Material nutzbar gemacht werden
kann.
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6 Anwendung der elektrisch
induzierten Eiskeimbildung in
der Kryokonservierung
6.1 Problemstellung
In vielen Bereichen von Biologie und Medizin besteht Bedarf, vitale biologische Ma-
terialien lagerbar und damit zu jedem beliebigen Zeitpunkt verfu¨gbar zu machen.
Die Kryokonservierung ist ein Verfahren, welches zur Haltbarmachung von biologi-
schem Material wie Einzelzellen oder Zellverba¨nden eingesetzt wird. Sie beruht auf
der Tatsache, dass die biologische Aktivita¨t eines Systems durch Temperaturabsen-
kung reduziert wird. In diesem Zusammenhang wird ha¨ufig das Arrhenius-Gesetz
zitiert, welches u¨ber die Gleichung
k(T ) = A exp(−Ea/RT ) (6.1)
die Geschwindigkeit von chemischen Reaktionen angibt. Hierbei ist k(T ) die Raten-
oder Geschwindigkeitskonstante, Ea die Aktivierungsenergie der Reaktion, A ein
Frequenzfaktor und R die allgemeine Gaskonstante1 [62]. Die biologische Akti-
vita¨t la¨sst sich mit Hilfe von 6.1 abscha¨tzen. Es wird deutlich, dass die Alte-
rung biologischen Materials durch Stoffwechselvorga¨nge bei Temperaturerniedri-
gung stark verlangsamt werden kann. Die Glasu¨bergangstemperatur von Wasser
(≈−136 ◦C [24]) gilt als Grenztemperatur, unterhalb der biologische Prozesse voll-
sta¨ndig zum Erliegen kommen. Zellen werden aus diesem Grund u¨blicherweise in
der Gasphase u¨ber flu¨ssigem Stickstoff (Siedetemperatur −195, 8 ◦C) und damit
1Da chemische Reaktionen die Grundlage der biologischen Aktivita¨t darstellen wird die Tem-
peraturabha¨ngigkeit durch die Arrhenius-Beziehung in einem gewissen Temperaturbereich gut
wiedergegeben. In der Realita¨t verschwindet die biologische Aktivita¨t unterhalb einer gewissen
Grenztemperatur vollsta¨ndig und nimmt oberhalb einer optimalen Temperatur ebenfalls wieder
bis zum Nullwert ab (siehe O’Neill-Gleichung [89]).
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unterhalb der Glasu¨bergangstemperatur gelagert. Lagerzeiten von mehreren Jahr-
zehnten sind realistisch2. Die große Herausforderung bei der Kryokonservierung ist
das zersto¨rungsfreie U¨berfu¨hren von Zellen oder Zellverba¨nden in diesen Tempe-
raturbereich. Von gleicher Bedeutung ist ein schonender Wiedererwa¨rmungspro-
zess der Proben [102; 45; 46]. Fu¨r viele Zellen wurden bereits Kryokonservierungs-
protokolle entwickelt und erfolgreich eingesetzt. Andere Zellarten ko¨nnen bisher
nur mit geringen U¨berlebensraten konserviert werden (z. B. Hepatozyten, Adipo-
zyten). Sowohl die Optimierung des Einfriermediums und die Entwicklung scho-
nender Zugabeprotokolle fu¨r Gefrierschutzmittel (Kryoprotektiva) als auch eine
kontrollierte Temperaturfu¨hrung mit definierten und fu¨r das jeweilige System (Zel-
le/Einfriermedium/Gefrierschutzadditiv) optimierten Abku¨hl- und Wiedererwa¨r-
mungsprotokollen sind Voraussetzungen fu¨r das Erreichen reproduzierbar hoher
Zellu¨berlebensraten. Die Entwicklung dieser Protokolle basiert auf dem Versta¨nd-
nis der biochemischen und physikalischen Prozesse wa¨hrend der Temperaturabsen-
kung.
In diesem Teil der Arbeit soll ein Weg aufgezeigt werden, wie die elektrisch indu-
zierte Eiskeimbildung u¨ber die Steuerung der Keimbildungstemperatur zur Opti-
mierung von Einfrierprotokollen eingesetzt werden kann. Die durchgefu¨hrten Expe-
rimente sollen gleichzeitig zu einem tieferen Versta¨ndnis des Einflusses der Nukle-
ationstemperatur auf die Zellu¨berlebensrate fu¨hren. Zuna¨chst werden hierzu die
beim Einfrieren auftretenden Prozesse und die hiermit einhergehenden Scha¨di-
gungsmechanismen na¨her betrachtet.
6.1.1 Veränderung der Lösungszusammensetzung durch die
Kristallisation
Am Beispiel einer isotonen Kochsalzlo¨sung (0,9 Gew.-% NaCl in H2O) sollen die
Vorga¨nge beim Abku¨hlen einer wa¨ssrigen Lo¨sung unter ihre Gleichgewichtsfriertem-
peratur Ts ero¨rtert werden. Diese Lo¨sung kann als einfaches Suspensionsmedium
fu¨r humane Zellen verwendet werden, da sie fu¨r T>Ts eine physiologische Osmola-
rita¨t (≈300mosmol/l) aufweist. Die Zellen sind daher in vitro keinem zusa¨tzlichen
osmotischen Druck ausgesetzt. Entsprechend Abb. 6.1 bleibt die Stoffkonzentration
(c0=0,9 Gew.-% NaCl in H2O) beim Absenken der Temperatur bis zum Erreichen
der Gleichgewichtsfriertemperatur der Lo¨sung (hier −0, 52 ◦C) konstant (Weg 1i).
Ist bei dieser Temperatur bereits ein Eiskeim vorhanden, beginnt das Kristall-
2Allerdings kann auch bei tiefgefrorenen biologischen Zellen eine Zellscha¨digung z. B. aufgrund von
ionisierender Strahlung (kosmische Strahlung) nicht ausgeschlossen werden.
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Abb. 6.1: Ausschnitt aus dem Phasenzustandsdiagramm einer wa¨ssrigen NaCl-Lo¨sung.
Im thermodynamischen Gleichgewicht beginnt die Erstarrung einer physiolo-
gischen NaCl-Lo¨sung (c0=0,9Gew-%) bei Ts=−0, 52 ◦C. Sie endet mit der
Ausbildung der eutektischen Phase bei −21, 2 ◦C und einer Salzkonzentration
von c=23,3Gew-% NaCl (Daten aus [136]). Die auf dem Weg 1i? eingezeich-
nete Unterku¨hlung ∆T=Ts-Tn von 10 ◦C ist frei gewa¨hlt und stellt keinen
systemspezifischen Wert dar. Abbildung modifiziert nach [33].
wachstum unmittelbar. Das System besteht nun aus zwei Phasen: Da in den Eis-
kristall (Phase 1) Fremdstoffe nur in vernachla¨ssigbarer Menge eingebaut werden,
erho¨ht sich die Salzkonzentration in der Lo¨sung (Phase 2). Mit fortschreitender
Abku¨hlung erho¨ht sich der Eis-Anteil im System immer weiter. Die Stoffkonzen-
tration in der Lo¨sung wird fu¨r die jeweilige Temperatur durch die Liquiduskur-
ve beschrieben (Weg 2i). Beim Erreichen des eutektischen Punktes (T=−21, 2 ◦C,
c=23,3Gew.-% NaCl) erstarrt die restliche Lo¨sung isotherm zu einer zweiten fes-
ten Phase, dem Eutektikum. Das System besteht auch bei weiterer Temperatu-
rabsenkung (Weg 3i) aus dieser Mischung von Eis und kristallinem Salzhydrat
(NaCl·2H2O).
Besonders bei kleinen Probenvolumina kommt es in der Praxis jedoch immer zu
einer, unterschiedlich stark ausgepra¨gten, Unterku¨hlung (Weg 1i?). Ohne Vera¨nde-
rung der Stoffkonzentration wird die Schmelztemperatur Ts der Lo¨sung unterschrit-
ten, bis sich bei der Temperatur Tn ein Eiskeim bildet. Durch die hierbei freigesetzte
Kristallisationswa¨rme erho¨ht sich die Temperatur erneut bis zum Wiedererreichen
der Liquiduskurve. In diesem Fall beschreibt der Weg 1i→ 1i?→ 2i→ 3idie Stoff-
konzentration in der Lo¨sung in Abha¨ngigkeit von der Temperatur.
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In Lo¨sungen, welche zur Kryokonservierung von biologischem Material verwendet
werden, bildet sich in der Regel eine dendritische Struktur der Eisfront heraus (siehe
Kap. 2.2.3). Sind biologische Zellen in der Lo¨sung vorhanden, so werden diese in
die Bereiche zwischen den Eisdendriten eingebaut [42]. Sie sind dort somit einem
Verlauf der Osmolarita¨t ausgesetzt, welcher sich aus dem Phasenzustandsdiagramm
der jeweiligen Lo¨sung, analog zu Abb. 6.1, und dem Abku¨hlverlauf ergibt.
6.1.2 Auswirkungen auf suspendierte Zellen
Die ansteigende Osmolarita¨t im extrazellula¨ren Raum (Lo¨sung) fu¨hrt zu einem von
außen auf die Zellmembran wirkenden osmotischen Druck. Aufgrund des Konzen-
trationsgradienten kommt es zu einem Ausstrom von Wasser aus der Zelle. Das
Zellvolumen reduziert sich, die Zelle
”
schrumpft“. Die Rate des Wasserausflusses
wird durch die Differenz der Osmolarita¨ten zwischen intrazellula¨rem und extrazel-
lula¨rem Raum ∆O = Oi−Oe und durch die Permeabilita¨t Lp der Zellmembran fu¨r
Wasser bestimmt (siehe Kap. 6.5.1). Außerdem spielt die von außen aufgepra¨gte
Ku¨hlrate B = ∆T/∆t [K/min], mit der das System abgeku¨hlt wird, eine wichtige
Rolle. Sie bestimmt, mit welcher Rate sich die Osmolarita¨t im Extrazellula¨rraum
erho¨ht. Zur Veranschaulichung sollen zwei Extremfa¨lle diskutiert werden: Im Grenz-
wert unendlich kleiner Ku¨hlrate B oder unendlich hoher Membranpermeabilita¨t Lp
sind Oi und Oe wa¨hrend des gesamten Abku¨hlvorgangs identisch. In diesem Fall
folgt auch die intrazellula¨re Osmolarita¨t der Liquiduskurve (siehe Abb.6.2, Weg 1i).
Fu¨r unendlich hohes B oder unendlich geringes Lp gibt die Zelle kein Wasser ab.
Die intrazellula¨re Osmolarita¨t bleibt trotz extrazellula¨rer Kristallisation konstant
(Weg 4i). Bei realistischen Werten von B und Lp ergeben sich Verla¨ufe, wie sie etwa
von Weg 2ioder Weg 3ibeschrieben werden. Da Lp eine zellspezifische Gro¨ße ist,
bestimmt in der Praxis vor allem die Ku¨hlrate den Wasserverlust, die sogenannte
Dehydrierung, der Zelle.
Experimentell wird sowohl fu¨r die ausgepra¨gte Dehydrierung bei niedrigen Ku¨hlra-
ten als auch fu¨r eine geringe Dehydrierung bei hohen Ku¨hlraten eine Zellscha¨digung
beobachtet3. Mazur (1972) beschrieb diese Zusammenha¨nge mit der ha¨ufig zitierten
2-Faktor-Hypothese [75] (siehe Abb. 6.3). Als Scha¨digungsmechanismen bei niedri-
gen Ku¨hlraten, in Mazurs Arbeit allgemein als
”
solute effects“ zusammengefasst,
3Der Begriff hohe oder niedrige Ku¨hlrate kann hierbei nicht allgemeingu¨ltig definiert werden. Die
Membranpermeabilita¨t der jeweiligen Zellart und die Zusammensetzung des verwendeten Ein-
friermediums, insbesondere die Verwendung von Gefrierschutzadditiven (siehe Kap.6.1.3), sind
zu beru¨cksichtigen.
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Abb. 6.2: Qualitative Betrachtung der Vorga¨nge beim Erstarren einer Zellsuspension an-
hand des Phasendiagramms. Es wird der Fall betrachtet, dass es nicht zu ei-
ner Unterku¨hlung der Lo¨sung kommt. Die extrazellula¨re Osmolarita¨t folgt der
Liquiduskurve, wa¨hrend der Verlauf der intrazellula¨ren Osmolarita¨t (Strich-
linie) aufgrund des limitierten Wasserausstroms hiervon deutlich abweichen
kann (siehe Text). Falls es aufgrund der intrazellula¨ren Unterku¨hlung ∆Ti zur
Eisbildung in der Zelle kommt, na¨hert sich die Osmolarita¨t wieder der Liqui-
duskurve an (Punktlinie).
werden in der Literatur die Scha¨digung von Zellmembranlipiden aufgrund hoher
Elektrolytkonzentrationen [63], die Unterschreitung eines kritischen Minimalvolu-
mens der Zelle bei der Zelldehydrierung [80], oder eine Bescha¨digung der Zelle beim
Wiederherstellen des urspru¨nglichen Zellvolumens nach der Zelldehydrierung [25]
diskutiert. Mazur (1984) fu¨hrte die Reduzierung des Durchmessers der Eiskana¨le,
in welchen sich Lo¨sung und Zellen befinden, als Scha¨digungsmechanismus an (
”
un-
frozen fraction“-Hypothese) [73; 74]. Pegg (1989) fu¨hrte Mazurs und verschiedene
andere experimentelle Beobachtungen jedoch einzig auf die Wirkung der die Zellen
umgebenden Lo¨sung und deren Zusammensetzung zuru¨ck [92; 91].
Die Zellscha¨digung bei hohen Ku¨hlraten wird allgemein mit dem Auftreten von
intrazellula¨rem Eis erkla¨rt. Unklar ist jedoch der zugrunde liegende Mechanismus.
Die
”
pore theory“ geht davon aus, dass extrazellula¨res Eis bei tiefen Temperaturen
durch Membranporen wachsen und das Kristallwachstum im unterku¨hlten Zytosol
einleiten kann [71]. Ein anderer Ansatz nimmt an, dass das extrazellula¨re Eis durch
eine aufgrund unterschiedlicher mo¨glicher Mechanismen bescha¨digte Zellmembran
ins Zellinnere vordringt [25]. Muldrew und McGann machen in diesem Zusammen-
hang einen kritischen Gradienten des osmotischen Drucks u¨ber die Zellmembran
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Abb. 6.3:Wassertransport aus der Zelle bei der Kryokonservierung: a Skizze zur Abha¨n-
gigkeit des Zellvolumens beim Abku¨hlen mit unterschiedlichen Ku¨hlraten B1
und B2>B1, b grafische Darstellung der 2-Faktor-Hypothese nach Mazur mit
Zellscha¨digung bei ”zu hohen“ und ”zu tiefen“ Ku¨hlraten fu¨r unterschiedliche
Konzentrationen c1 und c2>c1 eines Gefrierschutzadditivs wie z. B. Me2SO
(siehe Text).
fu¨r ihre Scha¨digung verantwortlich [86]. Auch eine unter geeigneten Bedingungen
durch extrazellula¨res Eis katalysierte Eiskeimbildung im Zellinneren wird diskutiert
[130]. Die unterschiedlichen Theorien haben gemeinsam, dass eine gewisse Unter-
ku¨hlung des Zytoplasmas, die intrazellula¨re Unterku¨hlung ∆Ti, Voraussetzung fu¨r
die intrazellula¨re Eisbildung ist. Bei hohen Ku¨hlraten B und großer Unterku¨hlung
∆Ti ist die Wahrscheinlichkeit erheblich, dass das Zytoplasma durch Kristallisation
entsprechend Abb. 6.2, Weg 5i, in den thermodynamisch stabilen Zustand u¨bergeht
und die Zelle dabei gescha¨digt wird.
6.1.3 Gefrierschutzadditive
Gefrierschutzadditive werden u¨blicherweise in die Gruppen der membranga¨ngigen
(permeierenden) und nicht membranga¨ngigen (nicht permeierenden) Substanzen
unterteilt. Da hierfu¨r u. a. die Gro¨ße des Additivmoleku¨ls verantwortlich ist, ist
auch die Unterscheidung von nieder- und makromolekularen Additiven gela¨ufig.
Generell ko¨nnen Gefrierschutzadditive die U¨berlebensrate der Zellen nach Kryo-
konservierung steigern. In den meisten Fa¨llen machen sie die erfolgreiche Konser-
vierung u¨berhaupt erst mo¨glich (z. B. Knochenmarkstammzellen [61]). Membran-
ga¨ngige Additive wie das in dieser Arbeit eingesetzte Me2SO (Dimethylsulfoxid)
sind sehr effektiv, da sie sowohl außerhalb als auch innerhalb der Zelle wirken. Je
nach Konzentration und Temperatur ko¨nnen sie jedoch zelltoxisch sein. Außerdem
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kann der bei Additivzugabe entstehende osmotische Druckunterschied zwischen in-
trazellula¨rer und extrazellula¨rer Lo¨sung die Zellmembran scha¨digen. Durch speziel-
le Zugabeprotokolle und Zugabe bei Temperaturen nahe dem Gefrierpunkt (=Ts)
kann die scha¨digende Wirkung minimiert werden.
Die Wirkung membranga¨ngiger Gefrierschutzadditive beruht auf folgenden Mecha-
nismen:
• Gefrierschutzadditive verringern die extrazellula¨re Salzkonzentration bei einer
bestimmten Temperatur, indem sie die Menge des kristallin vorliegenden Wassers
reduzieren. Die Absenkung der Schmelztemperatur Ts ist ein Zeichen dieser ”
kol-
ligativen Eigenschaft“. Da die Membranpermeabilita¨t außerdem mit abnehmender
Temperatur sinkt (siehe Kap. 6.5) werden bei Zugabe von Schutzadditiven hohe
intrazellula¨re Salzkonzentrationen erst bei deutlich tieferen Temperaturen erreicht
und die Zellen weniger stark gescha¨digt [64].
• Innerhalb der Zelle binden die Additive einen Teil des Wassers und verhindern
so die u¨berma¨ßige Wasserabgabe. Die intrazellula¨re Salzkonzentration wird
”
gepuf-
fert“.
• Der Gefrierpunkt der intrazellula¨ren Lo¨sung wird abgesenkt und die Wahrschein-
lichkeit der intrazellula¨ren Kristallisation reduziert. Es bildet sich eine feinkristal-
line (quasi-amorphe) Eisstruktur, welche die mechanische Scha¨digung durch große
Eiskristalle reduziert. Unterhalb der eutektischen Temperatur fo¨rdern sie die Bil-
dung einer Glasphase und verhindern die mit der eutektischen Kristallisation ver-
bundene Zellscha¨digung [30].
• Bei Me2SO und einigen anderen Additiven wird eine stabilisierende Wirkung auf
die Zellmembran vermutet [3]. Die Scha¨digung durch den osmotischen Druck auf
die Membran wird hierdurch mo¨glicherweise reduziert [38].
Die Wirkung der Additive konzentriert sich folglich u¨berwiegend auf die Reduzie-
rung der Scha¨digungsmechanismen bei niedriger Ku¨hlrate (
”
solute effects“). Ex-
perimentell wird bei Erho¨hung der Additivkonzentration neben der Erho¨hung der
maximalen Zellu¨berlebensrate eine Verschiebung des Maximums zu kleineren (ein-
facher realisierbaren) Ku¨hlraten beobachtet (vergl. Abb. 6.3, rechts).
Fu¨r die Wirkung nicht membranga¨ngiger Additive werden folgende Wirkungsme-
chanismen vermutet:
Sie lagern sich an der Zellmembran an und bilden dort eine viskose Schicht. Durch
die teilweise Dehydrierung der Zellen ko¨nnen beim Einfrierprozess ho¨here Ku¨hlra-
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ten gewa¨hlt und so die scha¨digende Wirkung niedriger Ku¨hlraten (Wirkung hoher
extrazellula¨rer Salzkonzentrationen u¨ber einen langen Zeitraum) vermieden werden.
Sie halten das Wasser an der Zellmembran in einem amorphen Zustand (Blockie-
rung von extrazellula¨rem Eis) und verlangsamen das Kristallwachstum durch die
Erho¨hung der Lo¨sungsviskosita¨t. Fu¨r eine detaillierte Beschreibung der Wirkungs-
mechanismen und der Anwendung membranga¨ngiger und nicht-membranga¨ngiger
Additive sei auf [38; 77] verwiesen.
6.1.4 Auswirkung der Keimbildungstemperatur auf den
Erstarrungsprozess
Wie bereits angesprochen, ist die Keimbildungstemperatur Tn, sp aufgrund des sto-
chastischen Charakters der Eiskeimbildung (siehe Kap. 2.2.1) keine systemspezifi-
sche Gro¨ße. Da die Keimbildung in der Regel an der Oberfla¨che des Probengefa¨ßes
stattfindet, ist der Grad der Unterku¨hlung ∆Tn, sp=Ts-Tn, sp stark von der Gro¨-
ße dieser Oberfla¨che also von der Probengeometrie abha¨ngig. Die Beschaffenheit
der Oberfla¨che sowie die Zusammensetzung der Lo¨sung mit eventuell vorhande-
nen keimbildungsfo¨rdernden Substanzen stellen weitere Einflussgro¨ßen dar. In der
Praxis ist ∆Tn, sp besonders bei kleinen Probenvolumina eine nicht zu vernachla¨ssi-
gende Gro¨ße, welche fu¨r die einzelne Probe nicht vorhersagbar ist (siehe Abb. 6.4).
T
0 4 8 12 16 20
n,sp [K]
Abb. 6.4: Experimentell bestimmte Variation der Unterku¨hlung ∆Tn, sp beim Abku¨hlen
von 300µl Friermedium in Durham-Glasro¨hrchen (genau Spezifikationen siehe
Abschnitt 6.3.4) mit einer Ku¨hlrate von B=1K/min (n=16).
Gleichzeitig beeinflusst die Unterku¨hlung entscheidend den Temperaturverlauf in-
nerhalb der Probe. Nach der Keimbildung steigt die Probentemperatur aufgrund
der freigesetzten Kristallisationswa¨rme bis zu einer Peaktemperatur TPeak an. Bei
den fu¨r die Kryokonservierung u¨blicherweise eingesetzten Probenvolumina (Gro¨-
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Abb. 6.5: Auswirkung der Keimbildungstemperatur Tn auf den Temperaturverlauf (li.)
und die effektive Ku¨hlrate Beff (re.) in der Probe. Die Kurven fu¨r T (t) zeigen
an experimentelle Werte gefittete Funktionen, die Kurven fu¨r Beff(t) deren zeit-
liche Ableitungen. Zur Gewinnung der Messdaten wurden mit 300µl Einfrier-
medium gefu¨llte Durham-Ro¨hrchen mit integriertem glasummanteltem Ther-
moelement eingesetzt. Mittels elektrisch induzierter Eiskeimbildung wurde die
Kristallisation bei der gewu¨nschten Temperatur eingeleitet. Die experimentel-
len Bedingungen sind identisch mit denen der Kryokonservierungsexperimente
bei Bext=−1K/min (siehe Kap. 6.3.4). Folglich geben die hier gezeigten Ver-
la¨ufe von T und Beff die fu¨r die spa¨ter diskutierten Versuche relevanten Tem-
peraturverha¨ltnisse in den Proben an.
ßenordnung 1ml) ist in der Regel TPeak ≈Ts |4.
Abb. 6.5 li. zeigt, wie sich eine Variation der Keimbildungstemperatur auf den Tem-
peraturverlauf innerhalb der Probe auswirkt. Die Keimbildung bei Tn, verbunden
mit einem sprunghaften Anstieg der Probentemperatur, leitet die Dehydrierung der
Zelle ein. Fu¨r die Zelldehydrierung relevant ist die effektive Ku¨hlrate Beff innerhalb
der Probe, deren Werte deutlich von der aufgepra¨gten Ku¨hlrate Bext abweichen
(siehe Abb.6.5, re.). Je niedriger die Keimbildungstemperatur ist, desto deutlicher
liegt die Ku¨hlrate u¨ber dem von außen aufgepra¨gten Wert, speziell im fu¨r die Zell-
dehydrierung besonders relevanten Temperaturbereich von Ts bis zum eutektischen
Punkt bei -21,2 ◦C.
Eine niedrige Keimbildungstemperatur mu¨sste folglich, wie die Erho¨hung der exter-
4Die Peaktemperatur wird durch das Verha¨ltnis der freigesetzten Kristallisationswa¨rme und
dem u¨ber die Gefa¨ßwand abfließenden Wa¨rmestrom Q˙ = −λ · A · dT/dx bestimmt, mit
λ=Wa¨rmeleitkoeffizient, A=durchstro¨mten Fla¨che und dT/dx=Temperaturgradient. Bei im Ver-
ha¨ltnis zum Volumen großer Probenoberfla¨che und dementsprechend hohem Wa¨rmestrom kann
TPeak deutlich unter Ts liegen. Fu¨r bestimmte Untersuchungen versucht man, den Temperatur-
anstieg bei der Kristallisation ga¨nzlich zu vermeiden.
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nen Ku¨hlrate, zu einer geringeren Dehydrierung und somit sta¨rkeren Unterku¨hlung
der Zelle fu¨hren. Dies wu¨rde die Wahrscheinlichkeit fu¨r das Auftreten von intra-
zellula¨rem Eis erho¨hen. Mo¨glicherweise ko¨nnen Zellen auch durch den plo¨tzlichen
Temperatursprung und/oder durch den plo¨tzlichen Anstieg der Osmolarita¨t in der
extrazellula¨ren Lo¨sung und den hierdurch bedingten osmotischen Druck auf die
Zelle nach der Keimbildung gescha¨digt werden. Beide Faktoren sind um so gro¨ßer,
je ho¨her die Unterku¨hlung ist. Außerdem wird eine mechanische Wechselwirkung
zwischen Eis und Zellmembran als zusa¨tzlicher Scha¨digungsmechanismus diskutiert
[42]. Da die Unterku¨hlung der Lo¨sung Wachstumsgeschwindigkeit und resultierende
Struktur des Eiskristalls beeinflusst [26; 27], ist sie auch in diesem Zusammenhang
von Bedeutung.
6.1.5 Übliche Techniken zur Beeinflussung der
Keimbildungstemperatur
Trotz der Bedeutung von Tn bzw. ∆Tn fu¨r den Kryokonservierungsprozess gibt es
bisher keine Technik, mit der sich die Eiskeimbildung zuverla¨ssig und automatisiert
kontrollieren la¨sst. Ha¨ufig wird die Kristallisation durch manuelles
”
seeding“ ein-
geleitet. Ein meist in flu¨ssigem Stickstoff (LN2) heruntergeku¨hlter Stab oder eine
entsprechend geku¨hlte Pinzette werden mit der Außenfla¨che des Probengefa¨ßes in
Kontakt gebracht. Die lokale Temperaturabsenkung kann die Kristallisation der
Probe einleiten. Allerdings muss die Probe hierfu¨r im Ku¨hlsystem mechanisch zu-
ga¨nglich sein. Das gleichzeitige Starten der Kristallisation in mehreren Proben ist
auf diese Weise nicht mo¨glich.
Alternativ werden keimbildende Substanzen wie das Pseudomonas Syringae-
Bakterium oder Silberiodid (AgI) in experimentellen Studien eingesetzt [142]. Es
wird angenommen, dass bestimmte Oberfla¨chenproteine des Bakteriums die Keim-
bildung begu¨nstigen [153; 68], wa¨hrend beim Silberiodid die A¨hnlichkeit der Kris-
tallgitterabsta¨nde zwischen AgI und Eis [135] oder die Wirkung des elektrischen
Feldes geladener AgI-Partikel [23] als mo¨gliche Mechanismen fu¨r die Keimbildung
in Frage kommen. Der Nachteil dieser Techniken besteht darin, dass Tn zwar ange-
hoben und ∆Tn verringert werden kann, das Einstellen eines exakten Wertes von Tn
jedoch nicht mo¨glich ist. Auch die Streuung der Einzelwerte von Tn stellt ein Pro-
blem dar [32]. Zudem ist die Verwendung der Zusatzstoffe fu¨r klinische Produkte
problematisch.
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6.2 Realisierung definierter Einfrierprozesse unter
Nutzung der elektrisch induzierten
Eiskeimbildung
Die in Kap. 3.3.7 beschriebenen Untersuchungen zeigen die deutliche Beeintra¨chti-
gung der feldinduzierten Eiskeimbildung bereits durch geringe Salzkonzentrationen
in der Probe. Einfriermedien fu¨r die Kryobiologie bestehen in der Regel aus einem
Zellkulturmedium, welches mit den geeigneten Kryoprotektiva (Kap. 6.1.3) versetzt
wird. Die zum Erzeugen physiologischer Verha¨ltnisse beno¨tigten Salzkonzentratio-
nen im Friermedium lassen eine direkte Anwendung der elektrisch induzierten Eis-
keimbildung bedauerlicherweise nicht zu. Um das Potenzial einer induzierten Eis-
keimbildung im Bereich der Kryobiologie dennoch nutzen zu ko¨nnen, wurde ein
spezieller Elektrodenaufsatz entwickelt, welcher in Abb. 6.6 a dargestellt ist. Durch
Verwendung des Elektrodenaufsatzes ist die Keimbildung von der Zusammenset-
zung der Probenlo¨sung unabha¨ngig. Der Eiskeim wird in einer mit reinem Wasser
gefu¨llten Keimbildungskammer erzeugt. Von dort aus wa¨chst der Kristall durch
einen du¨nnen PTFE-Schlauch in die Probe hinein.
Der vollsta¨ndig autoklavierbare Elektrodenaufsatz besteht aus einem PTFE-
Hohlko¨rper, in welchen die Platinelektroden integriert sind (Abb. 6.6 a). Die zentral
durch den Innenraum verlaufende Elektrode ist in einen Teflonschlauch eingebet-
tet, um einen Stromfluss durch die Probe zu vermeiden5. An der hierzu ortho-
gonal orientierten angespitzten Gegenelektrode6 wird wa¨hrend des Versuchs der
Eiskeim erzeugt. In den Boden der Keimbildungskammer ist eine Kanu¨le mit ei-
nem Innendurchmesser von wenigen µm integriert, auf welche der Teflonschlauch
aufgesteckt wird. Schlauch und Kanu¨le stellen durch ihre La¨nge bzw. den kleinen
Innendurchmesser eine effektive Diffusionsbarriere dar und verhindern, dass Salze
aus der Probenflu¨ssigkeit in die Keimbildungskammer gelangen. Der Aufbau der
Elektrodenaufsa¨tze ist in [108] genauer beschrieben.
Die Einfrierhalterung (Abb. 6.6 b) dient gleichzeitig zur Fixierung der Probenein-
heiten (Probenro¨hrchen mit Elektrodenaufsatz) und zur Da¨mpfung von Tempera-
5Der Stromfluss durch die Probe ist aus zweierlei Gru¨nden unerwu¨nscht. Erstens sollen elektrolyti-
sche Prozesse an den Elektroden so weit wie mo¨glich verhindert werden, da die hierbei erzeugten
Ionen bei wiederholter Pulsapplikation die feldinduzierten Eiskeimbildung beeintra¨chtigen. Zwei-
tens ist nur so gewa¨hrleistet, dass auch bei Parallelschaltung mehrerer Elektrodenaufsa¨tze (hier
bis zu acht Stu¨ck) die Pulsho¨he konstant bleibt.
6Um eine Spitze mit mo¨glichst kleinem Kru¨mmungsradius zu erzeugen, wurde das Ende des Pla-
tindrahtes mit einen Seitenschneider in spitzem Winkel und unter Zug abgetrennt.
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Abb. 6.6: Aufbau zur Realisierung definierter Einfrierprozesse: a Eine von acht Proben-
einheiten (Probenro¨hrchen und Elektrodenaufsatz) bestehend aus 1iPTFE-Geha¨use, 2i
Platin-Elektroden, welche in die mit reinem H2O oder D2O gefu¨llte Keimbildungskam-
mer ( 3i) reichen, 4ielektrische Anschlussbuchsen, 5iSilikonstempel, mit dessen Hilfe
das Wasser durch die enge Kanu¨le ( 6i) und den Teflonschlauch ( 7i) (∅i=0,5mm) ge-
presst wird, 8iProbenro¨hrchen (Durham Glasro¨hrchen), welches u¨ber ein Stu¨ck Silikon-
schlauch ( 9i) mit dem Elektrodenaufsatz verbunden ist. Der Silikonstempel weist einen
Kanal auf, um mo¨gliche Druckschwankungen in der Keimbildungskammer auszugleichen
und so eine Flu¨ssigkeitsbewegung im Teflonschlauch und damit eine Kontamination des
Wassers in der Keimbildungskammer oder eine Verdu¨nnung der Probe durch einen Was-
serausstrom zu vermeiden. Der Kanal wird beim Herunterdru¨cken des Stempels mit dem
Finger verschlossen. b Die Einfrierhalterung bestehend aus: 1ianodisiertem Aluminium-
block, 2izugeho¨rigem Deckel, 3iHV-Anschlusskabel, 4ielektrischen Steckkontakten, 5i
Thermoelementen zur Temperaturmessung, 6iProbenkammern mit integrierten PTFE-
Klemmringen. c Die Einfrierhalterung mit eingesetzten und elektrisch kontaktierten Pro-
beneinheiten. d Schematische Schnittansicht der Frierhalterung: 1iAluminiumblock, 2i
Umriss einer Probeneinheit, 3iPTFE-Klemmring zur Fixierung der Einheiten, 4iAlu-
miniumhu¨lse zur Fixierung des Thermoelements ( 5i), welches die Temperatur im Spalt
zwischen Probe und Block misst, 6i1-Propanol zur Verbesserung der Wa¨rmeleitung.
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turschwankungen im Einfrierautomaten. In dem zum Abku¨hlen des Aufbaus ver-
wendeten Automaten (CM2000, Carburos Metalicos, Spanien) entstehen solche
Temperaturschwankungen durch die EIN/AUS-Regelung des LN2-Einstroms, wel-
cher der Ku¨hlung des Automaten dient. Die thermische Tra¨gheit des Blocks fu¨hrt
jedoch gleichzeitig dazu, dass die Temperatur im Block, besonders bei hohen Ku¨hl-
raten, deutlich von der Kammertemperatur abweicht. Um dennoch die gewu¨nsch-
ten, definierten Temperaturprotokolle realisieren zu ko¨nnen, wurde das thermische
Verhalten des Aufbaus in Vorversuchen ausfu¨hrlich untersucht. Eine detaillierte
Betrachtung hierzu ist in [95; 115] zu finden.
Die Zuverla¨ssigkeit der induzierten Eiskeimbildung wird durch acht in den Auf-
bau integrierte Typ T Thermoelemente (siehe Abb. 6.6 d) u¨berpru¨ft. Der Beginn
der Kristallisation wird aufgrund der frei werdenden Kristallisationswa¨rme durch
einen Temperaturanstieg im Thermoelement der entsprechenden Probe sichtbar.
Weiterhin dienen die Temperatursensoren dazu, den Temperaturverlauf in der Ein-
frierhalterung wa¨hrend des gesamten Einfriervorgangs zu dokumentieren und so die
Einhaltung des gewu¨nschten Einfrierprotokolls sicherzustellen. Zur Signalaufzeich-
nung wurde ein 8-Kanal Datenlogger verwendet (Details siehe [33]).
Zur Erzeugung der Hochspannungspulse wird eine Kondensatorentladung mittels
Relaisschaltung eingesetzt, wie sie in Kap. 3.1.3 beschrieben wurde. Manuell bei der
gewu¨nschten Temperatur gestartet, werden Pulse einstellbarer Ho¨he UˆPuls=0 - 6 kV
und einer Pulsbreite von τ=2,5ms in einem zeitlichen Abstand von 3 s erzeugt (De-
tails siehe [108]). Die Zuverla¨ssigkeit des Aufbaus zur Initiierung der Kristallisation
bei unterschiedlichen Temperaturen Tn ist anhand von Tab. 6.1 zu erkennen. Die
eingetragenen Werte beziehen sich auf die mit Einzelzellsuspensionen (Fibroblas-
ten) durchgefu¨hrten Einfrierversuche mit B=1K/min. Die Ergebnisse werden in
Kap. 6.4 besprochen werden. Lediglich bei drei der 80 Proben konnte die Keim-
bildung nicht bei der gewu¨nschten Temperatur eingeleitet werden. Dies ist darauf
zuru¨ckzufu¨hren, dass in den ersten Versuchsdurchla¨ufen durch den U¨berdruck, wel-
cher beim Aufstecken des Elektrodenaufsatzes im Probenro¨hrchen entsteht, geringe
Mengen der Probenflu¨ssigkeit in die Keimbildungskammer gelangten. Durch kurz-
zeitiges, seitliches Verschieben des Elektrodenaufsatzes wurde in den Folgeversu-
chen ein Druckausgleich geschaffen. Die Keimbildung war nach dieser Modifikation
der Versuchsvorbereitung immer erfolgreich.
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Tab. 6.1: Anzahl der Proben in welchen die Keimbildung bei Tn und entsprechender Un-
terku¨hlung der Lo¨sung ∆Tn bei der Pulsho¨he UˆPuls=4kV erfolgreich ausgelo¨st
werden konnte. Im Vergleich hierzu die Zahl der Proben, bei denen die elek-
trisch induzierte Keimbildung beim gewu¨nschten Wert von Tn nicht erfolgreich
war und der Eiskeim erst bei einer tieferen Temperatur gebildet wurde. Das
Symbol ? deutet an, dass das Ausbleiben der Keimbildung durch eine Verun-
reinigung des Wassers in der Keimbildungskammer bedingt war (siehe Text).
Zusa¨tzlich ist die Zahl der Proben eingetragen, welche vor dem Erreichen der
gewu¨nschten Keimbildungstemperatur spontan kristallisierten (B=1K/min).
Tn [
◦C] ∆Tn [◦C] ] gesamt ] erfolgr. ]nicht erfolgr. ] spont. bei T > Tn
−4 1,9 24 23 1? 0
−6 3,9 8 7 1? 0
−8 5,9 16 14 1? 1
−10 7,9 8 8 0 0
−11 8,9 8 7 0 1
−14 11,9 16 13 0 3
6.3 Gezielte Variation der Keimbildungstemperatur
bei der Kryokonservierung
Der Einfluss der Keimbildungstemperatur der Lo¨sung auf die U¨berlebensrate von
Zellen wird in der Literatur fu¨r unterschiedliche Zellen beschrieben [141; 131; 12;
117; 82; 155]. Unter diesen Arbeiten sind jedoch nur wenige, in denen Tn systema-
tisch variiert wurde. Diese werden im folgenden kurz beschrieben:
Whittingham et al. (1972) konnten fu¨r die Kryokonservierung von Mausembryo-
nen (Achtzeller) eine deutliche Abnahme der U¨berlebensrate mit fallender Keim-
bildungstemperatur Tn<−6 ◦C nachweisen [141]. Unterhalb Tn=−12 ◦C sank die
U¨berlebensrate auf Null. Den Einfluss der Keimbildungstemperatur belegen auch
Untersuchungen von Miyamoto et al., welche zeigen, dass sich bei ho¨herem Tn
(−4 ◦C) eine deutlich gro¨ßere Zahl an Mausembryonen nach Kryokonservierung der
Morulae7 gesund entwickeln als bei tiefer Keimbildungstemperatur (−13 ◦C) [82].
Trad et al. (1998) zeigten, dass die Erho¨hung der Keimbildungstemperatur von
7Die Morula stellt ein fru¨hes Entwicklungsstadium des Embyos dar und besteht aus etwa 8-32
Zellen (Blastomeren), welche in diesem Stadium noch von einer einhu¨llenden Schicht, der Zona
pellucida, umgeben sind.
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Tn=−8 ◦C auf −4, 5 ◦C bei humanen Oozyten zu einer deutlichen Reduzierung
der intrazellula¨ren Eisbildung fu¨hrt. Die U¨berlebensrate 24 h nach Auftauen der
kryokonservierten Proben konnte hierdurch von etwa 30% auf etwa 90% gesteigert
werden [131]. Auch fu¨r Spermatozyten wurde der negative Einfluss tiefer Keimbil-
dungstemperaturen bei unkontrollierter (spontaner) Eiskeimbildung nachgewiesen,
fu¨r Truthahn-Spermatozyten von Zavos et al. [155] und fu¨r Maus-Spermatozyten
von Songsasen et al. [124]. Pitt et al. wiesen die Erho¨hung der Wahrscheinlichkeit
intrazellula¨rer Eisbildung bei tieferen (konstanten) Temperaturen ohne extrazel-
lula¨res Eis nach [98]. Fu¨r humane Granulozyten (Untergruppe der Leukozyten)
konnten Schwartz und Diller einen Grenzwert fu¨r die Keimbildungstemperatur be-
stimmen, unterhalb dem es zu einem massiven Anstieg des Anteils von Zellen mit
intrazellula¨rem Eis kommt [117]. Es wurde hier außerdem ein empirischer Zusam-
menhang hergestellt, welcher die Erho¨hung dieser Grenz-Keimbildungstemperatur
(Reduzierung der entsprechenden Unterku¨hlung) mit einer Erho¨hung der Ku¨hlrate
in Verbindung bringt. Auch fu¨r humane Erythrozyten zeigte Diller einen direkten
Zusammenhang zwischen intrazellula¨rer Eisbildung und der Erho¨hung der Ku¨hlrate
bzw. dem Maß der Unterku¨hlung der Lo¨sung [12]. Er wies in dieser Arbeit auf die
Bedeutung der Keimbildungstemperatur als Parameter fu¨r die Kryokonservierung
hin.
Die in der vorliegenden Arbeit verfolgte Hypothese ist, dass sich eine Variation von
Tn nach Kap. 6.1.4 auf den Temperaturverlauf in der Probe und damit auf die Dehy-
drierung der Zellen auswirkt. Nur durch eine optimierte Zelldehydrierung kann die
Scha¨digung durch
”
solute effects“ oder intrazellula¨re Eisbildung (siehe Kap. 6.1.2)
minimiert werden. Diese Hypothese soll durch Vergleich der experimentellen Er-
gebnisse mit den Erkenntnissen einer Simulation der Zelldehydrierung (Kap. 6.5.1)
gestu¨tzt werden. Der in Abb. 6.6 beschriebene Aufbau ist fu¨r diese Untersuchungen
besonders geeignet, da durch das kontrollierte Einleiten der Kristallisation bis zu
acht Proben gleichzeitig unter identischen Bedingungen eingefroren werden ko¨nnen.
6.3.1 Probenpräparation für die untersuchten Zellarten
Es wurden zwei unterschiedliche Zelltypen untersucht: humane Fibroblasten und
humane ha¨matopoetische Stammzellen (Vorla¨uferzellen). Fibroblasten sind Be-
standteil des Bindegewebes und sind aufgrund ihrer Fa¨higkeit zur Kollagenpro-
duktion fu¨r den Aufbau der Extrazellula¨rmatrix von Bedeutung. Sie werden daher
im Rahmen des Tissue Engineering ha¨ufig eingesetzt. Die untersuchten Stamm-
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zellen stellen Vorla¨uferzellen des ha¨matopoetischen Systems dar und besitzen die
Fa¨higkeit zur Wiederherstellung aller reifen Blutzellen. Sie werden u¨ber die Pra¨-
senz des Antigens CD34 identifiziert und daher als CD34-positiv bezeichnet. So-
wohl fu¨r Forschungs- als auch fu¨r therapeutische Zwecke ist eine Kryokonservierung
dieser Zellen erstrebenswert. Fibroblasten wurden aus Vorha¨uten, welche bei der
Zirkumzision (Beschneidung) anfallen, Vorla¨uferzellen aus Nabelschnurblut gewon-
nen. Beide Zellarten wurden in Zellkultur bis zur gewu¨nschten Zellzahl vermehrt
(siehe Kap.A.3.1 fu¨r Fibroblasten und [156] fu¨r Vorla¨uferzellen).
Das fu¨r beide Zellarten verwendete Einfriermedium setzt sich aus 75Vol.-% DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium), 20Vol.-% FCS (fo¨tales Ka¨lberserum) und
5Vol.-% Me2SO (Gefrierschutzadditiv Dimethylsulfoxid) zusammen. Es handelt
sich bei dieser Zusammensetzung um ein ga¨ngiges Einfriermedium fu¨r Einzelzellsus-
pensionen. Die Gleichgewichtsfriertemperatur wurde experimentell zu Ts=−2, 1 ◦C
bestimmt. Alle Versuche wurden mit Probeneinheiten von 5×105 Zellen in 300µl
Einfriermedium durchgefu¨hrt. Die Untersuchungen mit diesen beiden Zellarten soll-
ten zeigen, in wie weit eine Optimierung der Keimbildungstemperatur zur Stei-
gerung der U¨berlebensrate fu¨hrt. Die eingesetzten Fibroblasten sind hierbei als
Modellzellen zu sehen, welche sich aufgrund der einfachen Anzucht bei der hohen
beno¨tigten Zellzahl fu¨r die systematischen Untersuchungen besonders eignen.
6.3.2 Wiedererwärmung der Proben
Da der Prozess der Wiedererwa¨rmung von großer Bedeutung fu¨r die Zellvitalita¨t
nach Kryokonservierung ist, musste ein einheitliches Tauverfahren fu¨r die Proben
entwickelt werden. Nur so kann die Streuung der Messergebnisse gering gehalten
und der Einfluss des Einfrierparameters Tn herausgearbeitet werden. Der hierfu¨r
entwickelte Tauautomat besteht aus mehreren Kammern, in welche die Proben ein-
gesetzt werden (siehe Abb.A.14). Die Proben werden in den Kammern von Wasser
spiralfo¨rmig umstro¨mt. Gleichzeitig sorgt eine Schwenkbewegung der Kammern fu¨r
die Durchmischung der Proben. Hierdurch wird der Temperaturgradient innerhalb
der Probe reduziert. Dies ist notwendig, um innerhalb der Probe einheitliche Wie-
dererwa¨rmungsraten zu gewa¨hrleisten und eine U¨berhitzung in der Na¨he der Gefa¨ß-
wand zu vermeiden. In Vorversuchen wurde das Tauprotokoll optimiert. Das Proto-
koll soll mo¨glichst hohe Wiedererwa¨rmungsraten realisieren, um Zellscha¨digungen
aufgrund der Additivtoxizita¨t zu vermeiden, eine auf 4 ◦C festgelegte Tempera-
turgrenze jedoch nicht u¨berschreiten. Die Taukammern werden zuna¨chst von 20 ◦C
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warmemWasser durchstro¨mt. Die Probe wird eingesetzt und die Schwenkbewegung
der Kammern gestartet. Nach 22 s Tauzeit wird auf einen zweiten Wasserkreislauf
umgeschaltet, welcher die Kammertemperatur auf 4 ◦C absenkt und die Proben
bis zur Entnahme auf dieser Temperatur ha¨lt. Der Temperaturverlauf wa¨hrend des
Wiedererwa¨rmungsprozesses ist in Abb.A.15 dargestellt.
6.3.3 Bestimmung der Zellvitalität
In Anschluss an den Tauvorgang muss das Gefrierschutzadditiv, hier Me2SO, ausge-
waschen werden. Dies geschieht nach U¨berfu¨hrung der Proben in ein gro¨ßeres Gefa¨ß
(Falconro¨hrchen) durch die Zugabe von additivfreiem Na¨hrmedium. Bei gleichzei-
tiger Ku¨hlung im Eiswasserbad wird die Additivkonzentration so auf etwa 0,5%
reduziert. Nach Zentrifugieren (ρZelle > ρMedium) und Austausch des Mediums ist
die Konzentration so gering, dass die Proben auch bei einer Temperatur von 37 ◦C
im Brutschrank gelagert werden ko¨nnen. Das verwendete Tau- und Verdu¨nnungs-
protokoll ist in Kap.A.3.6 beschrieben.
Zur Bestimmung der Zellvitalita¨t wurde ein Membranintegrita¨tstest unter Verwen-
dung der beiden Fluoreszenzfarbstoffe Calcein-AM und Ethidiumbromid durchge-
fu¨hrt. Die Genauigkeit des Tests wird durch die unterschiedliche Wirkungsweise
beider Farbstoffe erho¨ht. Beim Calcein-AM, dem Acetoxymethyl-Ester des Cal-
cein, handelt es sich um ein hydrophobes Moleku¨l, welches membranga¨ngig und
nicht fluoreszierend ist. In der Zelle wird es durch zelleigene Esterasen (Hydroly-
se) in das fluoreszierende, hydrophile Calcein umgebaut. Dieses Moleku¨l kann eine
intakte Zellmembran nicht durchdringen. Die Zelle leuchtet unter dem Fluoreszenz-
mikroskop gru¨n (Emissionsmaximum bei λ=515 nm). Je sta¨rker die Zellmembran
gescha¨digt ist, desto mehr Calcein kann entweichen. Die gru¨ne Fa¨rbung gescha¨dig-
ter Zellen ist dementsprechend nur sehr schwach oder gar nicht vorhanden. Ethi-
diumbromid durchdringt gescha¨digte Zellmembranen leicht, intakte jedoch nur in
vergleichsweise vernachla¨ssigbarer Menge. Nach dem Eindringen in die Zelle wird
die Fluoreszenzeigenschaft des Moleku¨ls durch Bindung an Nukleinsa¨uren akti-
viert. Der Kern einer Zelle mit gescha¨digter Membran wird durch die Emission von
Licht im roten Wellenla¨ngenbereich (Maximum bei 610 nm) bei Fluoreszenzanre-
gung sichtbar. Intakte Zellen sind demnach gru¨n gefa¨rbt, Zellen mit gescha¨digter
Membran anhand des rot leuchtenden Zellkerns identifizierbar. Bisweilen werden
Mischfa¨rbungen beobachtet, welche individuell interpretiert werden mu¨ssen.
Da die Membranintegrita¨t einen fu¨r die Zellvitalita¨t essenziellen Faktor darstellt,
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sind die entsprechenden Tests als Maßstab fu¨r die tatsa¨chliche Zellscha¨digung all-
gemein anerkannt. Es gibt Hinweise darauf, dass eine Bescha¨digung der Zellmem-
bran bis zu einem gewissen Grad reversibel ist. Ein Membranintegrita¨tstest ko¨nn-
te dementsprechend die tatsa¨chliche Zellvitalita¨t unterscha¨tzen. Alternativ ko¨nnen
Proliferationstests durchgefu¨hrt werden, welche die Vermehrung der Zellen nach Re-
kultivierung bestimmen. Vorversuche zeigten jedoch eine deutlich ho¨here Streuung
der Ergebnisse, vermutlich aufgrund der großen Zahl an Verarbeitungsschritten,
sodass fu¨r die in Kap. 6.4 pra¨sentierten Versuche ausschließlich der Membraninte-
grita¨tstest durchgefu¨hrt wurde.
6.3.4 Experimentelle Durchführung
Die Vorbereitung der Apparatur und der experimentelle Ablauf gestalten sich wie
folgt: In jede Bohrung der Einfrierhalterung werden 750 µl 1-Propanol eingefu¨llt
und der Block ggf. auf die gewu¨nschte Starttemperatur gebracht8. Unter der Ste-
rilbank werden die Teflonschla¨uche auf die Elektrodenaufsa¨tze aufgesteckt, 110µl
Wasser in jede Keimbildungskammer einpipettiert und mit Hilfe der Silikonstempel
durch Kanu¨le und Schlauch gepresst, bis diese komplett gefu¨llt sind. Nach Einfu¨llen
der Probenlo¨sung oder Zellsuspension von typischerweise 300 µl werden die Elektro-
denaufsa¨tze auf die Probenro¨hrchen, die bereits mit dem Silikonschlauch versehen
sind, aufgesteckt. Alle Komponenten wurden zuvor autoklaviert bzw. sterilfiltriert.
Die Probeneinheiten werden in die Frierhalterung eingesetzt und elektrisch kontak-
tiert.
Der geschlossene Aufbau wird in den Frierautomaten u¨berfu¨hrt und das Einfrier-
protokoll gestartet. Die verwendeten Protokolle sind in Kap.A.3.4 dargestellt. Die
Temperatur wird zuna¨chst bis auf eine Plateautemperatur TPl oberhalb der ge-
wu¨nschten Keimbildungstemperatur abgesenkt, um die Temperatur im gesamten
Aufbau, besonders zwischen Elektrodenaufsa¨tzen und Probe, anzugleichen (Pla-
teauphase). Die Temperatur in den Elektrodenaufsa¨tzen eilt der Probentempe-
ratur aufgrund der geringen Wa¨rmeleitfa¨higkeit des PTFE nach (∆T=4K bei
Bext=−1K/min). Besonders bei hohem Tn ko¨nnte dies ohne Beru¨cksichtigung der
Plateauphase dazu fu¨hren, dass die induzierte Keimbildung nicht erfolgreich ist.
In Vorversuchen wurde gezeigt, dass die Zellen auch bei einer langen Plateaupha-
8Fu¨r die Durchfu¨hrung der Kryokonservierungsversuche wird der Block mit Hilfe von Eiswasser-
beuteln auf eine Temperatur von ≈0 ◦C gebracht um die Toxizita¨t des Gefrierschutzadditivs zu
reduzieren (siehe Kap. 6.1.3).
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Abb. 6.7: Exemplarische Temperaturverla¨ufe beim Kryokonservierungsprozess (Spalt-
temperatur) mit einer Ku¨hlrate von Bext=−1K/min: a induzierte Eiskeim-
bildung bei −4, 5 ◦C im Spalt entsprechend Tn=−4, 0 ◦C Probentemperatur
und b bei −10, 5 ◦C im Spalt entsprechend Tn=−10 ◦C Probentemperatur.
Eine unterschiedlich starke Auspra¨gung der Peaks ist durch die nicht exakt
gleiche Lage der Thermoelemente im Spalt zu erkla¨ren. Bei hohem Tn kommt
es aufgrund der geringen Wachstumsgeschwindigkeit des Kristalls zu einer ver-
zo¨gerten Detektion der latenten Wa¨rme (siehe a).
se nicht durch das Gefrierschutzadditiv gescha¨digt werden (siehe Abb.A.13). Von
der Plateautemperatur wird die Temperatur mit Bext=−1 oder −5K/min abge-
senkt. Die Pulserzeugung mit einer Pulsho¨he von UˆPuls=4kV wird bei Erreichen
des gewu¨nschten Tn-Wertes gestartet. Sie bleibt aktiviert, bis die Kristallisation
der Proben in Form eines im entsprechenden Thermoelement gemessenen Tem-
peraturanstiegs registriert wird. Hierbei ist zu beachten, dass die entsprechend
Abb. 6.6 d im Spalt zwischen Probe und Block gemessene Temperatur nach [95]
bei Bext=−1K/min um 0,5 ◦C und bei Bext=−5K/min um 2,5 ◦C niedriger ist,
als die wahre Probentemperatur.
Die im Zusammenhang mit den Versuchen angegebenen Werte von Tn beziehen sich
immer auf die Probentemperatur. Abbildung 6.7 zeigt exemplarisch den Tempera-
turverlauf, der in den Thermoelementen bei Versuchen mit Bext=−1K/min und
zwei unterschiedlichen Keimbildungstemperaturen Tn=−4 ◦C und Tn=−10 ◦C re-
gistriert wurde. Die Kristallisation wurde in beiden Versuchsdurchla¨ufen zuverla¨ssig
und in allen acht Proben gleichzeitig bei der gewu¨nschten Keimbildungstemperatur
ausgelo¨st. Dies ist am zeitgleichen Temperaturanstieg im Spalt aller acht Proben
zu erkennen, der aufgrund der freiwerdenden Kristallisationswa¨rme entsteht.
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6.4 Ergebnisse der
Kryokonservierungsexperimente
Die im folgenden Kapitel pra¨sentierten Werte der Membranintegrita¨t nach Kryo-
konservierung (n.K.) stellt das Verha¨ltnis der als vital eingestuften Zellen zur Ge-
samtzahl aus vitalen und letalen Zellen dar:
Membranint. [%] = 100× Nvital,n.K.
Nvital,n.K. +Nletal,n.K.
/
Nvital,v.K.
Nvital,v.K. +Nletal,v.K.
(6.2)
Der rechte Ausdruck (Nenner) gibt die Membranintegrita¨t vor Kryokonservierung
(v.K.) an. Sie war fu¨r Fibroblasten sehr einheitlich und lag im Mittel bei 93%.
Vorla¨uferzellen zeigten eine deutlich sta¨rkere Schwankung mit Werten zwischen
50% und 90% |9.
6.4.1 Kryokonservierung humaner Fibroblasten
Die Abha¨ngigkeit der Membranintegrita¨t von der Keimbildungstemperatur Tn
wurde fu¨r Fibroblasten in jeweils zwei Versuchsreihen fu¨r die Ku¨hlraten
Bext=−1K/min und −5K/min bestimmt. Die Versuchsreihen werden im Folgen-
den mit V1(1), V2(1) und V1(5), V2(5) bezeichnet. Abb. 6.8 zeigt die Ergebnisse
der Membranintegrita¨tsbestimmung nach Kryokonservierung unter Variation der
Keimbildungstemperatur fu¨r eine Blockku¨hlrate von Bext=−1K/min. Werte zwi-
schen Tn=−14 ◦C und −3, 5 ◦C wurden durch feldinduzierte Keimbildung reali-
siert. Außerdem wurden in Versuchsreihe V2(1) Proben ohne induzierte Eiskeimbil-
dung eingefroren, welche in einem Temperaturbereich −15, 4 ◦C >Tn, sp>−20, 5 ◦C
spontan kristallisierten. Die Daten von Proben mit niedrigem Tn, sp wurden zu zwei
weiteren Messpunkten mit Mittelwerten bei Tn=−16, 6 ◦C und −19, 5 ◦C zusam-
mengefasst10. Es ist ein deutlicher Einfluss der Keimbildungstemperatur auf die
Membranintegrita¨t zu erkennen. Die ho¨chsten Werte der Membranintegrita¨t sind
bei mittleren Werten von Tn bzw. bei einem mittleren Grad der Unterku¨hlung
∆Tn zu beobachten. Ho¨here und tiefere Keimbildungstemperaturen fu¨hren hinge-
9Dies ist darauf zuru¨ckzufu¨hren, dass bei der Anzucht der nicht-adha¨renten Vorla¨uferzellen neben
dem Entstehen neuer Zellen durch Zellteilung immer auch ein Anteil der Zellen abstirbt. Diese
bleiben im Na¨hrmedium zuru¨ck. Sie werden zwar durch Ficoll-Zentrifugation abgetrennt, inner-
halb einer Versuchsreihe kann sich das Verha¨ltnis von lebenden zu toten Zellen jedoch wieder
vera¨ndern.
10Nicht alle der in Tab. 6.1 eingetragenen Proben finden sich in den Abbildungen wieder, da ein
Teil fu¨r die Durchfu¨hrung von Proliferationstests verwendet wurde (Daten hier nicht gezeigt).
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Abb. 6.8: Membranintegrita¨t nach Kryokonservierung humaner Fibroblasten bei Va-
riation der Keimbildungstemperatur Tn fu¨r eine konstante externe Ku¨hlra-
te Bext=−1K/min. Dargestellt sind die Ergebnisse von zwei Versuchsreihen
V1(1) (#) und V2(1) (l). Die eingetragenen Werte ergeben sich als Mittelwerte
aus n=4 - 8 Einzelproben (reduzierte Anzahl n=2 bei Punkt mit ?).
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Abb. 6.9: Membranintegrita¨t nach Kryokonservierung humaner Fibroblasten bei Varia-
tion der Keimbildungstemperatur fu¨r Bext=5K/min. Eingetragen sind Ergeb-
nisse von zwei Versuchsreihen V1(5) (2) und V2(5) (n), n=4 - 8 (n=2 bei ?).
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gen zu einer deutlichen Reduzierung der Membranintegrita¨t. Fu¨r beide Versuchs-
reihen la¨sst sich der Verlauf der Messpunkte durch ein Polynom zweiten Grades
beschreiben. Kurvenmaxima liegen mit Tn=−9, 9 ◦C [V1(1)] und −10, 2 ◦C [V2(1)]
bei fast identischen Werten der Keimbildungstemperatur. Die Werte der maximalen
Membranintegrita¨t unterscheiden sich fu¨r beide Messreihen mit Werten von 88,4%
[V1(1)] und 91,8% [V2(1)] nur leicht.
Die Ergebnisse entsprechender Versuche mit einer Ku¨hlrate von Bext=−5K/min
sind in Abb. 6.9 dargestellt. In diesem Fall wurde die Keimbildung bei
Keimbildungstemperaturen zwischen Tn=−14 ◦C und −5, 4 ◦C ausgelo¨st. Bei
−15, 3 ◦C >Tn, sp>−20, 9 ◦C spontan kristallisierte Proben lieferten in Versuchs-
reihe V1(5) zwei weitere Messpunkte bei −18, 3 ◦C und −20, 9 ◦C. Auch bei dieser
Ku¨hlrate wurden zwei Versuchsreihen durchgefu¨hrt. Aufgrund der sehr guten U¨ber-
einstimmung werden die Ergebnisse beider Reihen zusammengefasst und gemein-
sam diskutiert. Wiederum ist ein Maximum der Membranintegrita¨t bei gema¨ßigter
Unterku¨hlung zu erkennen. Werden die Messpunkte durch einen etwa parabelfo¨rmi-
gen Verlauf angena¨hert, ist dieses Maximum bei Tn=−7, 7 ◦C zu finden und weist
einen Wert fu¨r die Membranintegrita¨t von 89,4% auf.
In Abb. 6.10 sind die Verla¨ufe der gemittelten Membranintegrita¨ten aus den jeweils
T
B = 5K/minext
B = 1 K/minext
T
Abb. 6.10: Vergleich der Membranintergita¨t nach Kryokonservierung humaner Fibro-
blasten bei Bext=−1K/min und Bext=−5K/min in Abha¨ngigkeit der Keim-
bildungstemperatur. Die Kurvenverla¨ufe wurden als Mittelwerte aus den
Ausgleichskurven der in Abb. 6.8 und Abb. 6.9 dargestellten Versuchsreihen
V1(1), V2(1) bzw. V1(5), V2(5) bestimmt.
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zwei Versuchsreihen mit B=1K/min und B=5K/min zusammengestellt. Wa¨h-
rend die maximale Membranintegrita¨t beider Kurven (90,1% fu¨r Bext=−1K/min
und 89,4% fu¨r Bext=−5K/min) recht a¨hnliche Werte aufweist, ist eine deutli-
che Verschiebung der entsprechenden Keimbildungstemperatur (Tn=−10, 1 ◦C fu¨r
Bext=−1K/min, Tn=−7, 7 ◦C fu¨r Bext=−5K/min) zu beobachten.
6.4.2 Kryokonservierung hämatopoetischer Vorläuferzellen
Die Abha¨ngigkeit der Membranintegrita¨t der Vorla¨uferzellen von Tn wurde fu¨r
Bext=−1K/min in zwei Versuchsreihen untersucht. Die verwendeten Zellen stamm-
ten aus zwei separaten Anzu¨chtungen unterschiedlichen Spendermaterials. Die
Keimbildung wurde kontrolliert bei Tn=−4 ◦C, −8 ◦C und −12 ◦C ausgelo¨st. Pro-
ben mit spontaner Eiskeimbildung wurden zu einem Messpunkt bei Tn=−17, 9 ◦C
zusammengefasst. Aufgrund der guten U¨bereinstimmung wurden die Ergebnisse
beider Versuchsreihen zusammengefasst und in Abb. 6.11 gemeinsam dargestellt.
Fu¨r diesen Zelltyp ist eine Reduzierung der Membranintegrita¨t besonders bei der
ho¨chsten untersuchten Keimbildungstemperatur Tn=−4 ◦C zu beobachten. Fu¨r
Werte zwischen Tn=−8 und −17, 9 ◦C bleibt die Membranintegrita¨t nahezu unver-
a¨ndert. Die Abha¨ngigkeit kann anders als bei den Versuchsreihen mit Fibroblasten
nicht durch einen einfachen mathematischen Zusammenhang angena¨hert werden.
Die eingezeichnete Trendlinie wurde frei an die Ergebnisse angepasst und dient
lediglich zur Veranschaulichung des Verlaufs.
Erga¨nzend wurde eine Versuchsreihe mit Bext=−5K/min und Keimbildungstem-
peraturen von Tn=−4 ◦C, −8 ◦C und −12 ◦C sowie dem zusa¨tzlichen Wert spon-
tan kristallisierter Proben bei Tn=−19, 2 ◦C durchgefu¨hrt. Die Ergebnisse sind
Abb. 6.12 zu entnehmen. Zusa¨tzlich zu der Absenkung bei hohen Keimbildungs-
temperaturen ist bei dieser Ku¨hlrate ebenfalls eine Abnahme der Membraninte-
grita¨t bei tiefen Werten von Tn zu beobachten. Ein Maximum kann im Bereich
von Tn=−8 ◦C ausgemacht werden. Auch in diesem Fall ist der Verlauf durch
eine Trendlinie verdeutlicht. Der Maximalwert der Membranintegrita¨t liegt fu¨r
B=5K/min mit 75,2% deutlich niedriger als fu¨r B=1K/min mit 89,6%. Da bei
den Versuchen mit B=1K/min ein eindeutiges Maximum nicht zu erkennen ist
(Abb. 6.11), kann keine Aussage u¨ber eine mo¨gliche Verschiebung des Maximums
bezu¨glich Tn zwischen B=1K/min und 5K/min getroffen werden.
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Abb. 6.11: Membranintegrita¨t humaner Vorla¨uferzellen (CD34+) nach Kryokonservie-
rung bei Variation der Keimbildungstemperatur und konstanter Ku¨hlrate
Bext=−1K/min (Mittelwerte aus je n=4 Einzelproben).
T
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Abb. 6.12: Membranintegrita¨t humaner Vorla¨uferzellen (CD34+) nach Kryokonservie-
rung bei Variation der Keimbildungstemperatur und konstanter Ku¨hlrate
Bext=−5K/min (n=4).
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6.5 Simulation der Zelldehydrierung
In Kapitel 6.1.2 wurden die ausgepra¨gte Zelldehydrierung (
”
solute effects“) und
die intrazellula¨re Eiskeimbildung als mo¨gliche Scha¨digungsmechanismen diskutiert.
Diese ko¨nnten nach den U¨berlegungen aus Kap. 6.1.4 die experimentell beobachtete
Reduzierung der Zellmembranintegrita¨t bei sehr hohen oder sehr tiefen Keimbil-
dungstemperaturen erkla¨ren. Zur Kla¨rung der Zusammenha¨nge soll die Auswir-
kung der Variation der Keimbildungstemperatur auf die intrazellula¨re Konzentra-
tion gelo¨ster Stoffe bi bzw. die Ho¨he der intrazellula¨ren Unterku¨hlung ∆Ti=Ts, i−T
(Ts, i= Schmelztemperatur der intrazellula¨ren Lo¨sung) genauer untersucht werden.
In einem Kooperationsprojekt mit Prof. McGann von der University of Alberta,
Kanada wurde zu diesem Zweck der Wassertransport u¨ber die Zellmembran fu¨r die
experimentellen Versuchsbedingungen simuliert. Im Folgenden werden die Grund-
zu¨ge des Simulationsmodells kurz beschrieben.
6.5.1 Modell zur Simulation der Transportprozesse
Die treibende Kraft fu¨r den diffusiven Transport von Wasser u¨ber die Zellmem-
bran ist ein Unterschied des osmotischen Drucks bzw. der Osmolarita¨t zwischen
Intrazellula¨r- und Extrazellula¨rraum. Ein einfaches Modellsystem besteht zum Bei-
spiel aus einer Zelle in einer wa¨ssrigen Lo¨sung der Bestandteile NaCl, KCl mit einem
Gefrierschutzadditiv. Ist das Gefrierschutzadditiv wie Me2SO membranga¨ngig, so
wird es sich ebenfalls mittels Diffusion durch die Zellmembran bewegen. Ausge-
hend vom Fickschen Gesetz fu¨r den diffusiven Transport lassen sich die folgenden
Gleichungen fu¨r die Vera¨nderung des Zellvolumens
dV
dt
= LpART
[(
piin − pien
)
+ σ
(
piis − pies
)]
(6.3)
und den Fluss von membranga¨ngigen Additiven
dS
dt
= Ps (∆Cs) + (1− σ) C¯s
2
· dV
dt
(6.4)
herleiten, wobei mit Lp die bereits in Kap. 6.1.2 erwa¨hnte Permeabilita¨t der Zell-
membran fu¨r Wasser, A die Fla¨che der Zellmembran, R die allgemeine Gaskonstan-
te, T die Temperatur (in Kelvin), pii/pie der intrazellula¨re/ extrazellula¨re osmotische
Druck, Ps die Permeabilita¨t der Membran fu¨r den gelo¨sten Stoff (Gefrierschutzaddi-
tiv), ∆Cs die Differenz zwischen extrazellula¨rer und intrazellula¨rer Konzentration
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des gelo¨sten Stoffes, σ der sogenannte Reflexionskoeffizient und C¯s die mittlere
Konzentration des permeierenden Stoffes in einer Membranpore bezeichnet wird11.
Die Indizes n bzw. s stehen fu¨r nicht-membranga¨ngige und membranga¨ngige gelo¨ste
Stoffe [16]. Die beiden Gleichungen (6.3) und (6.4) werden als
”
gekoppelte Trans-
portgleichungen“ bezeichnet und sind auch unter dem Namen Kedem-Katchalsky-
Gleichungen bekannt [50]12. Da die Membranpermeabilita¨t fu¨r Wasser
Lp = K · exp
(
Ea
RT
)
(6.5)
eine zellspezifische Gro¨ße darstellt, muss sie fu¨r das zu simulierende System bekannt
sein. In Gl. (6.5) bezeichnet K eine Anpassungskonstante, auch Frequenzfaktor ge-
nannt, und Ea die Aktivierungsenergie fu¨r den Transportprozess. Analog lautet der
Zusammenhang fu¨r die Membranpermeabilita¨t Ps eines gelo¨sten membranga¨ngigen
Stoffes (z. B. Me2SO). Die Gesamtpermeabilita¨t der Zellmembran wird durch die
drei Parameter Lp, Ps und σ beschrieben. Sind diese bekannt, kann das Verhalten
der Zelle beim Einfrierprozess mit Hilfe der Transportgleichungen im Modellsystem
simuliert werden.
In einem Mikroskop-Friertisch, baua¨hnlich zu dem in Kap. 3.1.1 beschriebenen Auf-
bau, wurden Zelldehydrierungsexperimente mit humanen Fibroblasten durchge-
fu¨hrt, um den Parameter Lp(T ), welcher in der Literatur nicht zu finden ist, fu¨r
diese Zellart zu bestimmen. Die Ermittlung der Transporteigenschaften der Zell-
membran auf der Grundlage von Mikroskopieaufnahmen einzelner Zellen ist eine
ga¨ngige Methode [129; 79]. Auf das innere Sichtfenster der unteren Kammer (zur
Verdeutlichung siehe auch Abb. 3.1) wurden 20µl Zelllo¨sung bestehend aus Fi-
broblasten in physiologischer NaCl-Lo¨sung aufpipettiert13. Den Zellen wurde Zeit
fu¨r das Absinken und Adha¨rieren an der Glasfla¨che gelassen, bevor eine hyperto-
ne NaCl-Lo¨sung gleichen Volumens (20µl) auf einmal hinzupipettiert wurde. Die
11Der zweite Summand von (6.4) beru¨cksichtigt den Effekt, dass gelo¨ste Stoffe im Wasserstrom
durch Membranporen hindurch mitgezogen werden. Gleichzeitig behindern Wechselwirkungen
mit den Porenwa¨nden den Transport der gelo¨sten Stoffe. Der Reflexionskoeffizient σ mit 0<σ<1
gibt den Anteil des Additivs an, welcher durch die Poren transportiert werden kann (σ=0: frei
permeabel, σ=1: impermeabel). C¯s wird als Mittelwert aus den Konzentrationen des gelo¨sten
Stoffes auf der Außenseite und der Innenseite der Membran beru¨cksichtigt.
12Neben dem Drei-Parameter-Modell von Kedem und Katchalsky (Lp, Ps und σ), sind ein Ein-
Parameter-Modell nach Mazur et al. [76] (Ps) und das klassische Zwei-Parameter-Modell (Lp,
Ps) [50] bekannt. Da das Kedem-Katchalsky-Modell auch die Wechselwirkung des Transports von
Lo¨sungsmittel und gelo¨stem Stoff beru¨cksichtigt, wird es heutzutage u¨blicherweise eingesetzt [52].
13Das Verlaufen der Probe wurde durch das Aufkleben einer Kunststofffolie (nicht benetzbare Ober-
fla¨che) mit kreisfo¨rmiger Aussparung (∅=8mm) verhindert.
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V
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Abb. 6.13: a Schematische Zeichnung zur Verdeutlichung der Zellschrumpfungsexperi-
mente, b Ungefa¨hrer Verlauf des Zellvolumens nach schlagartiger Erho¨hung
der extrazellula¨ren Osmolarita¨t zum Zeitpunkt t=0.
Schrumpfung der Zellen aufgrund des osmotischen Drucks wurde mit Hilfe einer Vi-
deokamera fu¨r die spa¨tere Auswertung aufgezeichnet (siehe hierzu auch Abb. 6.13).
Es wurden Versuche bei den Temperaturen 23 ◦C, 20 ◦C, 10 ◦C und 0 ◦C mit Adha¨-
rierungszeiten zwischen 16min (23 ◦C) und 8min (0 ◦C) durchgefu¨hrt. Zur Bestim-
mung des Zellvolumens wurde der im Mikroskopiebild sichtbare Zelldurchmesser an
einem PC ausgewertet und unter Annahme einer kugelfo¨rmigen Zellgeometrie auf
das Volumen geschlossen. Der in Abb. 6.13 b skizzierte Verlauf der Zellschrump-
fung nach einer plo¨tzlichen Erho¨hung der extrazellula¨ren Molarita¨t von 0,15 auf
0,5mol/l kann so ermittelt werden14. Mikroskopiebilder der Zellschrumpfung sind
in Abb.A.16 zu finden. Durch Extrapolation der Schrumpfungsrate dV /dt auf den
Moment der Zugabe der hypertonen Lo¨sung (bekannte intrazellula¨re und extrazel-
lula¨re Osmolarita¨t) kann Lp fu¨r die unterschiedlichen Temperaturen entsprechend
(6.3) bestimmt werden. Da das einzige Additiv, NaCl, nicht permeabel ist, ver-
schwindet der Beitrag von gelo¨sten Stoffen [zweiter Summand in (6.3)]. Durch das
Auftragen des Logarithmus von Lp u¨ber die reziproke Temperatur 1/T erha¨lt man
die sogenannte Arrhenius-Darstellung (siehe Abb.A.17), aus der die Konstante K
(Frequenzfaktor) und die Aktivierungsenergie Ea entnommen werden ko¨nnen [129].
Die Berechnung der intrazellula¨ren Osmolarita¨t in Abha¨ngigkeit vom Zellvolumen
erfolgt u¨ber die Boyle-van’t-Hoff Beziehung
V
Viso
=
pi0
pi
(1− Vb) + Vb (6.6)
14Die Durchmischung der Flu¨ssigkeiten nach Zugabe des hypertonen Mediums wurde u¨ber den
Elektrolytwiderstand zwischen zwei auf das Deckglas aufgeklebten Platinelektroden in einem Vor-
versuch untersucht. Sie findet so rasch statt, dass die Vera¨nderung der Osmolarita¨t im Vergleich
zur Geschwindigkeit der Zellschrumpfung als plo¨tzlich angesehen werden kann.
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mit dem osmotischen Druck pi0 der istonen Lo¨sung [16].
Zur Bestimmung des osmotisch inaktiven Restvolumens Vb wurde das Zellvolu-
men im Gleichgewichtszustand Ve nach Abschluss der Dehydrierung (siehe auch
Abb. 6.13 b) fu¨r unterschiedliche Osmolarita¨ten bestimmt und Vb durch Extrapo-
lation auf unendlich hohe Osmolarita¨t ermittelt (siehe Abb.A.18). Die fu¨r die Si-
mulation relevanten Werte sind in Tab. 6.2 zusammengestellt. Ea, Vb/Viso und K
bzw. Lp(T ) liegen in einer typischen Gro¨ßenordnung, wie sie auch fu¨r andere Zellen
berichtet wird [17; 15; 129; 52].
Tab. 6.2: Simulationsparameter fu¨r humane Fibroblasten, sowie ein exemplarischer Wert
von Lp bei T=+20 ◦C.
Parameter Symbol Wert Einheit
isotones Zellvolumen Viso 5295 µm
3
osmotisch inaktiver Zellvolumenanteil Vb/Viso 0,415 -
Aktivierungsenergie zu Lp Ea 10,78 kcal·mol−1
Anpassungskonstante (Frequenzfaktor) K 1.11·108 µm·min−1·atm−1
Perm. fu¨r H20 bei T=20
◦C Lp 0,991 µm·min−1·atm−1
Um die experimentellen Bedingungen fu¨r die Simulation des Wassertransports
nachzubilden, wurden folgende Randbedingungen fu¨r die Ausgangssituation (kein
extrazellula¨res Eis) beru¨cksichtigt:
gleiche Me2SO-Konzentration innerhalb und außerhalb der Zelle (Konzentration
5%), Proteinkonzentration innerhalb der Zelle von 3mM und in der extrazellula¨-
ren Lo¨sung von 0,5mM (entspricht FCS-Konzentration in der Einfrierlo¨sung). Die
intrazellula¨re KCl-Konzentration wurde an die Osmolalita¨t15 des Einfriermediums
(1138mOsm/kg) angepasst. Die extrazellula¨re Osmolalita¨t wird u¨ber das Phasen-
diagramm ermittelt16. Aufgrund der im Vergleich zu Wasser geringen Permeabilita¨t
Ps von Me2SO und der geringen Ausgangskonzentration wurde angenommen, dass
15In der Praxis wird ha¨ufig anstelle der auf das Volumen bezogenen Osmolarita¨t (osmol/l) die auf
das Gewicht bezogene Osmolalita¨t (osmol/kg) verwendet.
16Wa¨hrend des Abku¨hlvorgangs bis zum Erreichen der gewu¨nschten Keimbildungstemperatur findet
kein Transport u¨ber die Zellmembran statt, sodass die extrazellula¨re Osmolalita¨t unvera¨ndert
bleibt. In der Simulation wurde dies durch die Annahme einer unendlich hohen Ku¨hlrate bis zum
Erreichen von Tn beru¨cksichtigt. Nach Erreichen der Eiskeimbildungstemperatur entspricht die
Ku¨hlrate dem Wert von Beff aus Abb. 6.5.
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Tn =
Tn
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Ts
= -20°CTn
Ts
Abb. 6.14: Ergebnisse der Simulation: a intrazellula¨re Unterku¨hlung ∆Ti in Abha¨ngigkeit
von der Probentemperatur fu¨r unterschiedliche externe Keimbildungstempe-
raturen Tn. b Verdeutlichung des Verlaufs exemplarisch fu¨r Tn=−12 ◦C: 1i
lineare Zunahme von ∆Ti beim Abku¨hlen der Proben bis zur Keimbildungs-
temperatur Tn (kein extrazellula¨res Eis), 2iVerringerung von ∆Ti durch den
Temperaturanstieg nach Eiskeimbildung bis zur Schmelztemperatur Ts (Lat-
entwa¨rmeentwicklung), 3iho¨ckerfo¨rmiger Verlauf von ∆Ti durch den einge-
schra¨nkten diffusiven Transport u¨ber die Zellmembran (siehe Text).
das Gefrierschutzadditiv nicht u¨ber die Zellemembran diffundiert (Ps=0, σ=1)
17.
Die Simulation wurde von Prof. McGann an der University of Alberta durchge-
fu¨hrt [78]. Basierend auf dem in Abb. 6.5 dargestellten experimentell ermittelten
Temperaturverlauf in den Proben und der hieraus gewonnenen effektiven Ku¨hlrate
Beff=dT/dt wurden die wa¨hrend des Einfrierprozesses auftretende intrazellula¨re
Unterku¨hlung ∆Ti und die intrazellula¨re Konzentration bi an Me2SO/KCl simu-
liert. Die Ergebnisse sind in Abb. 6.14 bzw. Abb. 6.15 in Abha¨ngigkeit von der
Probentemperatur T dargestellt. Eine detaillierte Beschreibung der Simulation ist
in [94] zu finden.
6.5.2 Diskussion der Ergebnisse aus Simulation und
Experiment
Die durchgefu¨hrten Simulationen beziehen sich auf die Einfrierversuche mit huma-
nen Fibroblasten und eine Ku¨hlrate von Bext=−1K/min. Es sollen daher zuna¨chst
17Dies stellt zwar nur eine Na¨herung der tatsa¨chlichen Situation an der Zellmembran dar, der
hierduch eingebrachte Fehler ist jedoch vertretbar [52].
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Abb. 6.15: Ergebnisse der Simulation der intrazellula¨ren Me2SO- bzw. KCl-
Konzentration bi in Abha¨ngigkeit der Probentemperatur fu¨r unterschiedliche
externe Keimbildungstemperaturen Tn.
die Simulationen mit den entsprechenden experimentellen Ergebnissen verglichen
werden. Anschließend wird die Diskussion auf die Ku¨hlrate Bext=−5K/min fu¨r hu-
mane Fibroblasten und auf die Ergebnisse fu¨r die ha¨matopoetischen Vorla¨uferzellen
ausgeweitet. Abbildung. 6.14 ist zu entnehmen, dass die intrazellula¨re Unterku¨h-
lung ∆Ti zuna¨chst, wie auch die extrazellula¨re Unterku¨hlung, bis zum Erreichen
von Tn linear ansteigt. Eine intrazellula¨re Eiskeimbildung in diesem Bereich wurde
experimentell nicht beobachtet18. Nach Einsetzen der Kristallisation fu¨hrt die hohe
Ku¨hlrate beim Abklingen des Latentwa¨rmepeaks (vergl. Abb. 6.5) zu einer intra-
zellula¨ren Unterku¨hlung. Diese ist als Ho¨cker im Kurvenverlauf von Abb. 6.14 zu
erkennen, der sich um so ausgepra¨gter darstellt, je tiefer Tn ist.
Andererseits zeigt Abb. 6.15 eine mit steigendem Tn zunehmende Konzentration der
gelo¨sten Stoffe (hier Me2SO und KCl) im Bereich −2, 5 ◦C>T >−17, 5 ◦C. Die Zel-
len sind in dieser Phase des Einfrierprozesses (extrazellula¨res Eis vorhanden) bei ho¨-
herem Tn einer ho¨heren intrazellula¨ren Konzentration ausgesetzt. Die Simulationen
legen dementsprechend folgende Scha¨digungsmechanismen fu¨r die experimentell be-
obachtete Abha¨ngigkeit der Membranintegrita¨t von der Keimbildungstemperatur
nahe:
18Da die ausgepra¨gte intrazellula¨re Eiskeimbildung die Zelle bescha¨digt, ist zumindest bei tiefen
Temperaturen mit dem Zusammenbruch der Zellmembran zu rechnen. Das Fehlen der Wachs-
tumsbarriere leitet dann die Kristallisation der extrazellula¨ren Lo¨sung ein. Bereits eine einzige
Zelle mit intrazellula¨rem Eis kann so die Kristallisation der gesamten Lo¨sung auslo¨sen. Dies wur-
de jedoch nicht beobachtet, woraus geschlossen werden kann, dass intrazellula¨re Eisbildung beim
Abku¨hlvorgang auf Tn nicht eintritt.
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• Die Abnahme der Membranintegrita¨t bei sinkendem Tn jenseits des Maximums
(siehe in Abb. 6.8) ist auf die anwachsende intrazellula¨re Unterku¨hlung und die
hierdurch erho¨hte Wahrscheinlichkeit fu¨r intrazellula¨re Eiskeimbildung zuru¨ckzu-
fu¨hren. Dies deckt sich mit den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen (siehe
Kap. 6.3).
• Die Abnahme der Membranintegrita¨t bei hohen Keimbildungstemperaturen ist
auf eine zunehmende Scha¨digung durch hohe Konzentration an gelo¨sten Stoffen
(hohe intrazellula¨re Osmolarita¨t Oi) zuru¨ckzufu¨hren. Die Zellen werden folglich
durch
”
solute effects“ gescha¨digt.
Als Scha¨digungsmodell wird daher die Zellscha¨digung durch
”
solute effects“ bei
hohem Tn und durch intrazellula¨re Eisbildung bei tiefem Tn angenommen. Die
Zusammenha¨nge sind in Abb. 6.16 skizziert.
Fu¨r eine exakte, quantitative Bestimmung von ∆Ti und Oi bei Variation der Keim-
bildungstemperatur sind die verfu¨gbaren Simulationsmodelle und die Methoden
zur Bestimmung der Membranpermeabilita¨tsparameter nicht pra¨zise genug19. Die
Ergebnisse der Simulation ko¨nnen jedoch eine Aussage u¨ber den Trend der Gro¨ßen
unter den jeweiligen experimentellen Bedingungen treffen und sind daher fu¨r die
Interpretation der experimentellen Ergebnisse von großem Nutzen.
Trotz der oben genannten Einschra¨nkung soll abgescha¨tzt werden, ob das Ausmaß
der aus der Simulation abgeleiteten intrazellula¨ren Unterku¨hlung zur intrazellu-
la¨ren Eiskeimbildung fu¨hren kann. In einer Arbeit aus dem Jahre 1977 scha¨tzte
Mazur den Wert der Unterku¨hlung unterhalb dem es in Anwesenheit extrazel-
lula¨ren Eises nicht zu einer Scha¨digung durch intrazellula¨re Eisbildung kommt
auf ∆Ti,krit=2
◦C ab [72]. Dieser Wert wurde z. B. auch zur theoretischen Vor-
hersage optimaler Einfrierprotokolle durch Simulation der Transportvorga¨nge an
der Zellmembran eingesetzt [145]. Betrachtet man Abb. 6.14, so wird klar, dass
∆Ti,krit=2
◦C beim U¨bergang von Tn=−8 ◦C auf −12 ◦C u¨berschritten wird. Das
Maximum der Unterku¨hlung bei Anwesenheit extrazellula¨ren Eises wa¨chst dort
von ∆Tmaxi =1,4 (Tn=−8 ◦C) auf ∆Tmaxi =2,7 ◦C (Tn=−12 ◦C) an. Dies stimmt
19Ein Problem ist z. B. die genaue Bestimmung von Zellvolumen V und Zellmembranoberfla¨che A.
Das Zellvolumen wurde aus den lichtmikroskopischen Aufnahmen unter Annahme einer kugelfo¨r-
migen Zellgeometrie aus dem beobachteten Zellquerschnitt abgeleitet. Tatsa¨chlich kommt es bei
der Schrumpfung der Zellen jedoch zur Faltung der Zellmembran und einer sehr unregelma¨ßigen
Oberfla¨chenstruktur (siehe auch Abb. 6.13 b). Das Zellvolumen kann daher, besonders bei stark
geschrumpften Zellen nicht exakt bestimmt sondern lediglich abgescha¨tzt werden. Dies fu¨hrt zu
einer Ungenauigkeit von Lp und Vb. Zusa¨tzliche Fehlerquellen sind die Extrapolation von Lp auf
Temperaturen unterhalb 0 ◦C und weitere Annahmen, welche dem Modell der Transportvorga¨nge
zugrundeliegen. Diese werden beispielsweise in [72] diskutiert.
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sehr gut mit der experimentell beobachteten Abnahme der Membranintegrita¨t bei
Tn<−10 ◦C u¨berein. Aufgrund der Tatsache, dass der Wert von ∆Ti,krit urspru¨ng-
lich fu¨r Erythrozyten abgeleitet wurde deren Membraneigenschaften von denen der
meisten anderen Zellen deutlich abweichen und aufgrund der oben angesprochenen
Ungenauigkeit der Simulationsergebnisse ist der exakten U¨bereinstimmung keine
allzu große Bedeutung beizumessen. Trotzdem gibt der Vergleich einen weiteren
Hinweis auf das Zutreffen der vermuteten Scha¨digungsmechanismen. Noch schwie-
riger ist eine Quantifizierung der Scha¨digung aufgrund der erho¨hten Konzentration
an gelo¨sten Stoffen bei hohen Werten von Tn. Der Einfluss erho¨hter Salzkonzentra-
tionen (intrazellula¨r/ extrazellula¨r) wurde zwar fu¨r unterschiedliche Zellarten un-
tersucht (z. B. [64; 63; 65]), da die Zellscha¨digung jedoch sowohl konzentrations- als
auch zeit- und temperaturabha¨ngig ist, kann ein quantitativer Bezug zwischen den
Ergebnissen der Simulation und den experimentellen Ergebnissen nicht hergestellt
werden.
Die Richtigkeit des vermuteten Scha¨digungsmodells wird durch die Versuche mit
externer Ku¨hlrate von Bext=−5K/min (humane Fibroblasten) besta¨tigt. Die Erho¨-
hung von Bext=−1K/min auf −5K/min und die damit verbundene Erho¨hung von
Beff nach extrazellula¨rer Keimbildung sollte bei Beru¨cksichtigung des Transport-
modells zu einer Erho¨hung von ∆Ti fu¨hren
20. Hierdurch wu¨rde die Zellscha¨digung
bei tiefen Tn weiter versta¨rkt, bzw. der Scha¨digungsbereich zu ho¨heren Werten von
Tn verschoben werden. Die in Bezug auf die Probentemperatur verzo¨gerte Was-
serabgabe der Zellen bei Erho¨hung der Ku¨hlrate wird zu einer Reduzierung der
in Abb. 6.15 gezeigten intrazellula¨ren Konzentration an gelo¨sten Stoffen in Abha¨n-
gigkeit der Probentemperatur fu¨hren. Hierdurch reduziert sich die bei hohem Tn
auftretende Scha¨digung durch
”
solute effects“. Demnach sollte eine Erho¨hung der
Ku¨hlrate B die Zellscha¨digung bei hohem Tn senken und die Scha¨digung bei tie-
fem Tn versta¨rken. Das Maximum der Zellvitalita¨t wu¨rde sich in diesem Fall hin
zu ho¨heren Keimbildungstemperaturen verschieben. Diese Zusammenha¨nge sind in
Abb. 6.16 skizziert. Die Richtigkeit der oben angestellten U¨berlegungen wird durch
die prinzipiell gute U¨bereinstimmung mit den Kurvenverla¨ufen der experimentellen
Ergebnisse (Abb. 6.10) besta¨tigt.
In Einklang mit den bisherigen Beobachtungen zeigen die Untersuchungen an ha¨ma-
topoetischen Stammzellen ebenfalls eine mit steigender Ku¨hlrate von −1K/min auf
−5K/min abnehmende Membranintegrita¨t (zunehmende Zellscha¨digung) bei tie-
20Je schneller sich die Zusammensetzung der extrazellula¨ren Osmolarita¨t a¨ndert, desto gro¨ßer wird,
aufgrund des Diffusionswiderstandes der Zellmembran der Unterschied Oe-Oi und damit ∆Ti.
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Abb. 6.16: Skizzierung der Zellu¨berlebensrate entsprechend dem entwickelten Scha¨di-
gungsmodell. Scha¨digung durch ”solute effects“ bei hohen und Scha¨digung
durch intrazellula¨re Eisbildung bei tiefen Keimbildungstemperaturen. Das
Maximum der Kurve verschiebt sich bei Erho¨hung der Ku¨hlrate hin zu ho¨he-
ren Werten von Tn.
fen Keimbildungstemperaturen (Vergleich von Abb. 6.11 und Abb. 6.12). Die große
Streuung der Messwerte bei hohem Tn la¨sst eine Aussage u¨ber den Einfluss der
Ku¨hlrate in diesem Bereich nicht zu. Die zu erwartende Reduzierung der Scha¨-
digung kann nicht beobachtet werden. In der Literatur sind fu¨r Lp der humanen
CD34+-Zellen geringere Werte zu finden, als sie im Rahmen dieser Arbeit fu¨r huma-
ne Fibroblasten ermittelt wurden [40; 146]. Entsprechend wa¨re eine noch deutlicher
ausgepra¨gte Zellscha¨digung bei tiefen Tn zu erwarten. Allerdings sind auch bei der
Auspra¨gung der Scha¨digungsmechanismen zellspezifische Unterschiede zu erwarten,
sodass ein quantitativer Vergleich kaum durchzufu¨hren ist.
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6.6 Zusammenfassung
Um die elektrisch induzierte Eiskeimbildung zur Kontrolle der Keimbildungs-
temperatur bei Kryokonservierungsexperimenten nutzbar zu machen, wurde ein
spezieller Elektrodenaufsatz entwickelt. Durch den Einsatz einer mit reinem Was-
ser gefu¨llten Keimbildungskammer mit Verbindung zur Probe konnte der bei Salzen
besonders stark ausgepra¨gte negative Einfluss von Lo¨sungsadditiven minimiert wer-
den. So ist es mo¨glich, die Kristallisation mehrerer Proben durch die Applikation
eines Hochspannungspulses gleichzeitig und reproduzierbar bei der gewu¨nschten
Keimbildungstemperatur einzuleiten. Eine hierfu¨r entworfene Einfrierhalterung ga-
rantiert einen einheitlichen Temperaturverlauf wa¨hrend des Einfriervorgangs. Bis
zu acht Proben ko¨nnen in dem Aufbau, welcher sich aus Elektrodenaufsa¨tzen und
Einfrierhalterung zusammensetzt, unter kontrollierten und einstellbaren Bedingun-
gen (Ku¨hlrate, Keimbildungstemperatur) eingefroren werden.
Die durchgefu¨hrten Kryokonservierungsexperimente zeigen die Zuverla¨ssigkeit des
Aufbaus, die Keimbildungstemperatur Tn und damit die Unterku¨hlung ∆Tn der
Probe in einem großen Temperaturbereich (2 ◦C <∆Tn< 12 ◦C) auf einen definier-
ten Wert einstellen zu ko¨nnen. Die obere Grenze ist hierbei durch das Einsetzen
der spontanen Keimbildung bestimmt, wa¨hrend die untere Grenze unter geeigne-
ten Bedingungen weiter reduziert werden kann. Im Gegensatz zu den ga¨ngigen
Methoden zur Kontrolle der Keimbildungstemperatur (
”
seeding“, Zugabe keimbil-
dungsfo¨rdernder Substanzen) besitzt das Verfahren den großen Vorteil, die Keim-
bildungstemperatur auf einen definierten Wert einstellen zu ko¨nnen und auf eine
beliebig große Probenzahl gleichzeitig anwendbar zu sein. Die Beeinflussung der
Keimbildungstemperatur ist speziell bei kleineren Probenvolumina im ml-Bereich
von Interesse, bei denen eine hohe Unterku¨hlung beobachtet wird. Mo¨gliche An-
wendungen des Verfahrens sind besonders bei der Kryokonservierung von Zellen
mit begrenzter Verfu¨gbarkeit (Stammzellen, Eizellen) zu sehen, bei denen die be-
no¨tigten hohen U¨berlebensraten nur unter Einhaltung genau definierter Einfrierpa-
rameter erreicht werden ko¨nnen. Daru¨ber hinaus ist der Aufbau fu¨r die Erforschung
grundlegender Prozesse und Zusammenha¨nge der Kryokonservierung aufgrund der
Mo¨glichkeit zur kontrollierten Parametervariation sehr geeignet.
Humane Fibroblasten wurden unter Variation der Keimbildungstemperatur Tn
bei konstanten externen Ku¨hlraten von Bext=−1K/min und −5K/min eingefro-
ren und unter definierten Bedingungen wiedererwa¨rmt. Die mittels Fluoreszenz-
fa¨rbung bestimmte Membranintegrita¨t zeigt eine deutliche Abha¨ngigkeit von Tn
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mit einem Maximum bei −10, 1 ◦C (∆Tn=−8 ◦C) fu¨r B=1K/min und −7, 7 ◦C
(∆Tn=−5, 6 ◦C) fu¨r B=5K/min.
Um einen Zusammenhang zwischen den experimentellen Ergebnissen und mo¨gli-
chen Scha¨digungsmechanismen herstellen zu ko¨nnen, wurden der Wassertransport
u¨ber die Zellmembran und die hiermit verbundene Zelldehydrierung wa¨hrend des
Einfrierprozesses simuliert. Es zeigte sich eine zunehmende intrazellula¨re Konzen-
tration an gelo¨sten Stoffen mit Erho¨hung der Keimbildungstemperatur und eine
Zunahme der intrazellula¨ren Unterku¨hlung mit abnehmendem Tn.
Analog zu der von Mazur in Bezug auf die Ku¨hlrate aufgestellten 2-Faktor-
Hypothese scheint die Scha¨digung auch bezu¨glich einer Variation der Keimbil-
dungstemperatur durch die zwei kontra¨ren Mechanismen der
”
solute effects“ (ho-
hes Tn bzw. kleines ∆Tn) und der intrazellula¨ren Eiskeimbildung (tiefes Tn bzw.
großes ∆Tn) bestimmt zu werden. Mit Erho¨hung der Ku¨hlrate wird die scha¨digen-
de Wirkung tiefer Keimbildungstemperaturen weiter versta¨rkt, wa¨hrend sich hohe
Keimbildungstemperaturen wenig negativ auswirken. Externe Ku¨hlrate und Keim-
bildungstemperatur beeinflussen gemeinsam die effektive Ku¨hlrate in der Probe
und damit die Zelldehydrierung. Letztere ist nach der 2-Faktor-Hypothese die ent-
scheidende Gro¨ße, welche zur Reduzierung der Gesamtscha¨digung optimiert werden
muss. Humane ha¨matopoetische Vorla¨uferzellen (CD34+) zeigen grundsa¨tzlich eine
a¨hnliche Abha¨ngigkeit, wobei die negative Wirkung tiefer Keimbildungstempera-
turen weniger stark ausfa¨llt, als erwartet.
Die systematischen Untersuchungen besta¨tigen den in unterschiedlichen Arbeiten
diskutierten und experimentell fu¨r einige Zellen beobachteten Einfluss der Keimbil-
dungstemperatur auf die Zellu¨berlebensrate (hier anhand der Membranintegrita¨t
untersucht). Mit Hilfe der Simulation des Wassertransports konnte die Verbindung
zu den oben diskutierten Scha¨digungsmechanismen hergestellt werden.
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7 Anwendung der elektrisch
induzierten Eiskeimbildung in
der Gefriertrocknung
7.1 Problemstellung
Neben der Kryokonservierung stellt die Gefriertrocknung (Lyophilisation) eine wei-
tere Mo¨glichkeit dar, biologisches Material u¨ber lange Zeit zu konservieren. Ein
großer Vorteil des Verfahrens liegt darin, dass gefriergetrocknete Proben in der
Regel ohne spezielle Ku¨hlung aufbewahrt werden ko¨nnen, wodurch Lagerung und
Transport erheblich vereinfacht werden. Die Gefriertrocknung wird daher beson-
ders ha¨ufig in der pharmazeutischen (Antibiotika, Bakterien, Proteinprodukte, ...)
und in der Lebensmittel-Industrie (Instant-Kaffe/Tee, Instantteige, Fleisch, Obst,
Gewu¨rze, fermentierte Milchprodukte, ...) eingesetzt [107]. Von Vorteil ist in diesen
Anwendungsgebieten außerdem die schnelle Lo¨slichkeit der Produkte im urspru¨ng-
lichen Lo¨sungsmittel (meist Wasser).
Der Prozess der Gefriertrocknung setzt sich aus mehreren Verfahrensschritten zu-
sammen. Zuna¨chst wird die Probe wie im Falle der Kryokonservierung tiefgefroren.
Sie entha¨lt neben dem Lo¨sungsmittel die zu konservierende Komponente sowie
unterschiedliche Stabilisatoren und Additive zum Herstellen des gewu¨nschten Mi-
lieus (pH-Wert, Osmolarita¨t) [118]. In einem zweiten Schritt, der prima¨ren Trock-
nung, wird der Probe durch Reduzierung des Umgebungsdrucks das in kristalliner
Form vorliegende Wasser entzogen. Das Wasser geht von der festen Phase (Eis)
mittels Sublimation direkt in die gasfo¨rmige Phase (Wasserdampf) u¨ber. Die se-
kunda¨re Trocknung, in welcher der Probe durch Temperaturerho¨hung und/oder
weitere Druckreduzierung auch das im Feststoff gebundene Wasser durch Desorp-
tion entzogen wird, schließt den Gefriertrocknungsprozess ab [137; 4]. Aufgrund
der tiefen Prozesstemperaturen wa¨hrend der Trocknung ist das Verfahren im Ge-
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gensatz zu alternativen Trocknungsverfahren aus der flu¨ssigen Phase (Phasenu¨ber-
gang flu¨ssig→ gasfo¨rmig) sehr schonend und auch fu¨r wa¨rmeempfindliche Proben
einsetzbar.
Ein spezielles Anwendungsgebiet stellt die Gefriertrocknung von biologischen Zel-
len wie humanen Erythrozyten dar. Durch geeignete Prozessfu¨hrung versucht man
hierbei, die Probentemperatur wa¨hrend des gesamten Trocknungsprozesses unter
der Glasu¨bergangstemperatur zu halten1[107]. Den großen anwendungsbezogenen
Vorteilen der Gefriertrocknung von Zellen stehen jedoch erhebliche Schwierigkei-
ten bei der Umsetzung des Verfahrens gegenu¨ber. Eine ausfu¨hrliche Ero¨rterung des
Problems ist in [107; 7] zu finden. U¨berdies eignet sich die Gefriertrocknung zur Her-
stellung poro¨ser Strukturen im Bereich des Tissue-Engineerings. Nach Entfernung
des Eises bleibt ein Geru¨st der in der Ausgangslo¨sung enthaltenen Komponenten
zuru¨ck2. In diesem ko¨nnen Zellen angesiedelt und das Konstrukt anschließend in
den Ko¨rper implantiert werden. Im Helmholtz-Institut fu¨r Biomedizinische Tech-
nik der RWTH Aachen wurde die Herstellung dieser sogenannten
”
Scaffolds“ auf
Kollagenbasis durch Herbeifu¨hren einer gerichteten Erstarrung der Kollagendisper-
sion optimiert. Als Endprodukt stehen poro¨se Tra¨gerstrukturen mit einstellbarem
Porendurchmesser und einheitlicher Porenorientierung zur Verfu¨gung [33; 116; 58].
Speziell in der pharmazeutischen Industrie werden große Stu¨ckzahlen kleiner Pro-
benvolumina verarbeitet. In diesem Fall ist ein einheitliches Trocknungsverhalten
der Proben von großer Bedeutung. Ein kontrollierter Einfrierprozess mit definier-
ter Keimbildungstemperatur ist hierfu¨r Voraussetzung, wie weiter unten na¨her er-
la¨utert wird. Das Potenzial der induzierten Eiskeimbildung zur Optimierung des
Gefriertrocknungsprozesses wird im folgenden Teil der Arbeit anhand einer Modell-
lo¨sung aus Wasser und HES (Hydroxyethylsta¨rke, Molekulargewicht 200 000 g/mol,
hergestellt von Fresenius Kabi Austria GmbH, Graz, O¨sterreich) na¨her untersucht.
1Die Glasu¨bergangstemperatur Tg ist vom Wassergehalt der Probe abha¨ngig. Mit zunehmendem
Trocknungsgrad steigt Tg an und kann, durch vollsta¨ndige Trocknung, auf Werte oberhalb der
Raumtemperatur gebracht werden. Unterhalb von Tg kommen biologische und chemische Prozesse
zum Erliegen, die Probe ist somit im trockenen Zustand auch bei Raumtemperatur stabil und
altert nicht.
2Die gelo¨sten Stoffe werden gema¨ß Kap. 2.2.3 zwischen den ”Eisfingern“ eingebaut und bilden nach
der Trocknungsphase eine stabiles Geru¨st.
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7.2 Bedeutung der Keimbildungstemperatur in der
Gefriertrocknung
Es ist bekannt, dass sich die Keimbildungstemperatur unmittelbar auf die Kristall-
struktur der erstarrten Probe auswirkt. Diese setzt sich aus Bereichen unterschied-
licher Kristallorientierungen, sogenannten kristallografischen Ko¨rnern, zusammen.
Die Korndichte einer erstarrten, reinen Lo¨sung (z. B. Wasser) ha¨ngt unmittelbar
von der Wachstumsgeschwindigkeit der Kristalle ab. Je ho¨her die Wachstumsge-
schwindigkeit, desto ho¨her ist die Wahrscheinlichkeit einer sekunda¨ren Keimbildung
und der Entstehung eines neuen Korns an der Wachstumsfront [26]. Da mit Erho¨-
hung der Unterku¨hlung ∆Tn und der Ku¨hlrate B die Wachstumsgeschwindigkeit
zunimmt [21], wird die Kristallstruktur von diesen beiden Parametern entscheidend
beeinflusst. Zusa¨tzlich wird die sekunda¨re Keimbildung durch in der Lo¨sung enthal-
tene (korpuskulare) Fremdstoffe begu¨nstigt [26]. Entsprechend wurde an Wasser-
tropfen ein einkristallines Kristallwachstum bei hohen Keimbildungstemperaturen
festgestellt, wa¨hrend bei Absenkung von Tn ein zunehmend polykristalliner Kris-
tall entstand [27]. In direktem Bezug zur Gefriertrocknung steht die Analyse der
Probentextur nach vollsta¨ndiger Trocknung, welche die Kristallstruktur in einer
erstarrten additivhaltigen Lo¨sung als Negativabdruck widerspiegelt. Derartige Un-
tersuchungen zeigen einheitlich orientierte lamellenfo¨rmige Strukturen bei geringem
∆Tn und unorientierte schwammartige Struktur bei hohem ∆Tn [120; 55]. Die ori-
entierte Probentextur ist das Resultat eines einheitlichen, mo¨glicherweise einkris-
tallinen, zellula¨ren Eiskristallwachstums [33]. Schwammartige Strukturen spiegeln
eine polykristallin erstarrte Probe mit hoher Korndichte wieder, wie sie aufgrund
der hohen Wachstumsgeschwindigkeit des Kristalls bei starker Unterku¨hlung zu
erwarten ist.
Die Sublimationsfront bewegt sich wa¨hrend der Trocknungsphase immer weiter
ins Probeninnere hinein. Die Wassermoleku¨le mu¨ssen dadurch einen immer la¨n-
geren Weg durch den bereits getrockneten Probenbereich zuru¨cklegen. Die poro¨se
Struktur stellt hierbei einen zur Dicke der bereits getrockneten Schicht propor-
tionalen Widerstand dar. Dieser Widerstand ist gleichzeitig von der strukturellen
Beschaffenheit des Materials abha¨ngig. Entsprechend zeigen diverse experimentelle
Untersuchungen einen Zusammenhang zwischen der Probentextur und dem Trock-
nungsverhalten bei Gefriertrocknung [120; 119; 103; 35; 111; 54; 53]. U¨ber die Beein-
flussung der Kristallstruktur wird das Trocknungsverhalten von der Unterku¨hlung
∆Tn bzw. der Keimbildungstemperatur Tn wa¨hrend des Einfriervorgangs beein-
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flusst. Hohe Keimbildungstemperaturen fu¨hren zu gro¨ßeren, gerichteten Strukturen
mit vergleichsweise kleinem Diffusionswiderstand und ku¨rzeren Trocknungszeiten.
Bei tiefen Werten von Tn entstehen kleinporige schwammartige Texturen mit ho-
hem Widerstand und la¨ngerer Trocknungsdauer. Als Trocknungszeit tTr wird im
weiteren Text stets die Zeit bis zum Abschluss der prima¨ren Trocknungsphase be-
zeichnet.
7.3 Stand der Technik
Fu¨r die großtechnische Herstellung gefriergetrockneter Produkte ist die Trock-
nungsdauer von entscheidender Bedeutung. Da im industriellen Maßstab mehrere
hundert oder tausend Proben gleichzeitig getrocknet werden [137], muss bei fehlen-
der Kontrolle der Keimbildungstemperatur eine ausreichend lange Trocknungszeit
gewa¨hlt werden, um die vollsta¨ndige Trocknung aller Proben zu garantieren. Al-
ternativ mu¨ssen bei zu kurz gewa¨hlter Trocknungszeit unvollsta¨ndig getrocknete
Proben in einem gesonderten Schritt der Qualita¨tskontrolle aussortiert werden.
Beide Wege sind kostenintensiv. Aus diesem Grund wurden verschiedene Verfah-
ren zur Vereinheitlichung und Reduzierung der Trocknungsdauer entwickelt. Eine
einheitliche Ku¨hlrate wa¨hrend des Einfrierprozesses ist in der Regel gegeben, so-
dass die Anhebung und Kontrolle der Keimbildungstemperatur im Mittelpunkt
des Interesses steht3. Eine Eisnebeltechnik [103], das Vakuum-induzierte Oberfla¨-
chenfrieren [55] und die Ultraschall-induzierte Keimbildung [85] wurden als Pro-
blemlo¨sung vorgeschlagen. Die ersten beiden Techniken fu¨hren zum Einsetzen der
Kristallisation an der Probenoberfla¨che. Da die Wa¨rme u¨berwiegend u¨ber den Ge-
fa¨ßboden an die Stellfla¨che abgegeben wird, verla¨uft die Wachstumsrichtung in
diesem Fall zuna¨chst entlang der Wa¨rmestromrichtung, was das Gradientenkriteri-
um der gerichteten Erstarrung verletzt (siehe hierzu [33]). Da dieses als Kriterium
fu¨r die Homogenita¨t der erstarrten Probe zu sehen ist, wird erwartet, dass sich die
induzierte Kristallisation an der Probenoberfla¨che nachteilig auf die Kristallstruk-
tur und das Trocknungsverhalten auswirkt. Die Beurteilung der Probentextur ist
aufgrund fehlender U¨bersichtsabbildungen in den entsprechenden Arbeiten nicht
mo¨glich. Beide Verfahren ermo¨glichen außerdem nicht das Einleiten der Kristalli-
3Wie in Kapitel 6.1.4 dargestellt wurde, ist Tn selbst bei gleichen a¨ußeren Bedingungen keine
definierte Gro¨ße. Die Streuung von Tn fu¨hrt zur einer uneinheitlichen Kristallstruktur und unter-
schiedlichen Trocknungszeiten. Bei kontrolliertem und hierdurch konstanten Tn ist eine Verein-
heitlichung des Trocknungsverhaltens zu erwarten.
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sation in einer gro¨ßeren Probenzahl zu einem genau definierten Zeitpunkt. Dies ist
jedoch Voraussetzung fu¨r die erforderliche Synchronisation zwischen Probenabku¨h-
lung und induzierter Keimbildung z. B. bei der Durchlaufproduktion. Die Effektivi-
ta¨t und Qualita¨t des dritten Verfahrens, der Ultraschall-induzierten Keimbildung,
ist anhand der vorhandenen Literatur schwer abzuscha¨tzen. De facto wird das Ver-
fahren in der Gefriertrocknungsindustrie nicht eingesetzt. Das la¨sst vermuten, dass
es entweder nicht ausreichend geeignet oder nicht praktikabel ist.
7.4 Optimierung des Einfrierprozesses durch
elektrisch induzierte Eiskeimbildung
Die im Folgenden beschriebenen Untersuchungen sollen zeigen, inwiefern die elek-
trisch induzierte Eiskeimbildung genutzt werden kann, um die Keimbildungs-
temperatur wa¨hrend des Einfrierprozesses der Gefriertrocknung zu kontrollieren.
Hierzu werden zwei unterschiedliche Elektrodensetups eingesetzt. Außerdem wird
der Einfluss unterschiedlicher Additive auf die elektrisch induzierte EKB unter-
sucht.
Es wird erwartet, dass eine gezielte Anhebung von Tn auf einen einheitlichen Wert
die Trocknungszeit bei der Gefriertrocknung zu reduzieren vermag (s.o.). Im zweiten
Teil der Untersuchungen (Abschnitt 7.5) steht daher die Begutachtung des Trock-
nungsverhaltens der Proben durch kontinuierliche Messung des Probengewichts
wa¨hrend der Vakuumtrocknung im Mittelpunkt.
7.4.1 Experimenteller Aufbau
Zur Untersuchung des Potenzials der elektrisch induzierten Eiskeimbildung im Be-
reich der Gefriertrocknung wurde der experimentelle Aufbau aus Kap. 6.2 leicht
modifiziert. Um eine zylinderfo¨rmige Probengeometrie (
”
cake“-Geometrie) zu er-
reichen, wie sie bei den industriell eingesetzten Glasfla¨schchen zur Arzneimit-
telgefriertrocknung vorliegt [137], wurde der halbkugelfo¨rmige Boden von Nunc-
Kryoro¨hrchen (Nunc CryoTubesTM, Kat.-Nr. 363401) mit 2-Komponenten-Silikon
(Elastosil RT625 der Firma Wacker Chemie AG) aufgefu¨llt (siehe Abb. 7.1 a, b).
Fu¨r das gewa¨hlte Probenvolumen von 320µl ergibt sich bei einem Probendurchmes-
ser von 10mm eine Ho¨he von etwa 4mm. Die Kryoro¨hrchen lassen sich in den Frier-
block aus Abb. 6.6 b, c integrieren. Hierzu mu¨ssen lediglich die Aluminiumhu¨lsen
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Abb. 7.1: Schematische Zeichnung der Probengefa¨ße und der beiden eingesetzten Elek-
trodentypen: a Skizze eines typischen Glasfla¨schchens fu¨r die Arzneimittel-
gefriertrocknung (∅≈ 20mm); b Fu¨r die Gefriertrocknungsexperimente ein-
gesetztes Probengefa¨ß bestehend aus 1iKryoro¨hrchen und 2iSilikonfu¨llung,
3iProbenlo¨sung; c 4iElektrodenaufsatz zur indirekten Eiskeimbildung ent-
sprechend Abb. 6.6a mit 5iMetallkanu¨le und 6iTeflonschlauch, sowie dem
am Probengefa¨ß befestigten Thermoelement ( 7i); d 4iElektrodenaufsatz zur
direkten Eiskeimbildung mit dem in einem Polyethylenschlauch eingebetteten
Golddraht (∅=50µm) ( 6i) und Thermoelement ( 7i)
entfernt werden. Die induzierte Eiskeimbildung wird durch zwei unterschiedlich auf-
gebaute Elektrodenaufsa¨tze realisiert. Der Aufsatz fu¨r die indirekte Eiskeimbildung
(Abb. 7.1 c) wurde bereits in Kap. 6.2 verwendet und dort beschrieben. Alterna-
tiv wurde ein einfacher Aufsatz eingesetzt, bei dem ein in einen Polyethylen-
schlauch (∅a=0,6mm) eingebetteter Golddraht (∅=50µm) in die Probe hinein-
ragt. Am Ende des Schlauches steht das Metall in direktem Kontakt mit der Probe
(Abb. 7.1 d). Der eigentliche Aufsatz dient in diesem Fall lediglich zur elektrischen
Kontaktierung des Golddrahtes. Da die Keimbildung bei Verwendung dieses Elek-
trodenaufsatzes direkt in der Probe induziert werden soll, wird der Vorgang im
Folgenden als direkte Eiskeimbildung bezeichnet. Fu¨r den Einsatz bei der Kryokon-
servierung von biologischen Zellen ist die Verwendung eines solchen Elektrodenauf-
satzes aufgrund der in diesem Fall beno¨tigten Salzkonzentrationen nicht mo¨glich
(siehe Kap. 3.3.7 und 5.2.2). Im Falle der Gefriertrocknung muss die Anwendbarkeit
der direkten Eiskeimbildung fu¨r die jeweilige Probenzusammensetzung untersucht
werden. Der Einfluss einiger ha¨ufig eingesetzter Additive wird in Abschnitt 7.4.3
diskutiert.
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7.4.2 Experimentelle Durchführung
Der experimentelle Ablauf entspricht prinzipiell dem in Kap. 6.3.4 beschriebenen
Vorgehen. Abweichungen davon werden im Folgenden genannt. In die Bohrungen
des Aluminiumblocks wurden 2ml 1-Propanol eingefu¨llt, sodass das Kryoro¨hrchen
lediglich mit dem halbkugelfo¨rmigen Boden eintaucht. Die Wa¨rme wird der Probe
so, wie im industriellen Gefrierprozess, hauptsa¨chlich u¨ber den Probenboden entzo-
gen. Zur Temperaturmessung wurden Thermoelemente an der Außenseite der Kryo-
ro¨hrchen im Bereich der spa¨teren Probenfu¨llho¨he angebracht (siehe Abb 7.1). Die
Temperatur TP im Zentrum der Probe la¨sst sich bei der angewendeten konstanten
Ku¨hlrate von B=1K/min aus der gemessenen Temperatur TM zu TP=TM+1,5
◦C
ableiten. Im weiteren Text wird stets die Temperatur TP angegeben.
7.4.3 Einfluss unterschiedlicher Additive auf die direkte
Eiskeimbildung
Fu¨r die Gefriertrocknungsexperimente wurde als Modello¨sung eine wa¨ssrige
Hydroxyethylsta¨rke-Lo¨sung mit der Konzentration 100 g/l [entspr. 10% (w/v)]
eingesetzt. Das mittlere Molekulargewicht der Hydroxyethylsta¨rke (HES) war
200 000 g/mol (hergestellt von Fresenius Kabi Austria GmbH, Graz, O¨sterreich).
Die nach Trocknung entstehende Geru¨ststruktur la¨sst sich gut mittels Rasterelek-
tronenmikroskopie (REM) analysieren.
In Kapitel 6.2 wurde gezeigt, dass der Erfolg der Keimbildung bei Einsatz des Elek-
trodenaufsatzes zur indirekten Eiskeimbildung von der Probenzusammensetzung
unabha¨ngig ist. Vor Einsatz des Elektrodenaufsatzes zur direkten Eiskeimbildung
hingegen ist zuna¨chst zu untersuchen, wie sich die obere Grenztemperatur der indu-
zierten Eiskeimbildung Tmaxn durch die Additivzugabe vera¨ndert. Das Vorgehen ist
analog zu den Untersuchungen in Kap. 3.3.6. Außer HES wurden die Zucker Gluco-
se (D(+)-Glucose) und Saccharose, der Zuckeralkohol Mannitol (Konzentration je-
weils 100 g/l), sowie die Aminosa¨ure Glycin (Konzentration 50 g/l) als Additiv beim
Gefriervorgang untersucht (alle von Merck KGaA, Darmstadt). Diese Substanzen
wurden ausgewa¨hlt, da sie ha¨ufig verwendete Additive bei der Gefriertrocknung
von biologischen Materialien sind [118]. Bei einer Ku¨hlrate von B=1K/min wurde
nach Unterschreitung der Schmelztemperatur Ts der Lo¨sung alle drei Sekunden ein
Spannungspuls (UˆPuls=4kV) appliziert. Die in Tabelle 7.1 eingetragenen Ergebnisse
zeigen, dass die Absenkung von Tmaxn durch die Additive relativ moderat ausfa¨llt.
Die Unterku¨hlung ∆Tminn , entsprechend Kap. 3.3.6 auf Ts bezogen, liegt im Be-
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Tab. 7.1: Mittelwerte von Tmaxn fu¨r die indirekte Eiskeimbildung in dest. H2O
(σ = 0.75µS/cm) und wa¨ssrigen Lo¨sungen der Additive HES, Glucose, Sac-
charose, Mannitol oder Glycin. Die Tabelle gibt außerdem an: die Probenzahl
n zur Bestimmung des Mittelwertes Tmaxn , die berechnete Schmelztemperatur
der Lo¨sung Ts, die Unterku¨hlung ∆Tminn =Ts−Tmaxn und als Fehler die Stan-
dardabweichung von Tmaxn .
Additiv Konz. [g/l] n Tmaxn [
◦C] Ts [◦C] ∆Tminn [
◦C]
kein Add. (H2O) - 16 −1, 1± 0, 1 0 1, 1± 0, 1
HES 100 24 −3, 4± 0, 5 ≈ 0 3, 4± 0, 5
Glucose 100 24 −3, 1± 0, 3 −1, 03 2, 1± 0, 3
Saccharose 100 24 −3, 1± 0, 3 −0, 54 2, 6± 0, 3
Mannitol 100 24 −3, 5± 0, 4 −1, 02 2, 5± 0, 4
Glycin 50 32 −4, 2± 0, 6 −1, 24 3, 0± 0, 6
reich zwischen ∆Tminn =2,1
◦C (Glucose) und ∆Tminn =3,4
◦C (HES) 4. In Kap. 3.3.6
wurde fu¨r nicht-ionische Additive eine anna¨hernd lineare Abha¨ngigkeit von Tmaxn
bezu¨glich der Additivkonzentration beobachtet. Ausgehend vom Wert fu¨r reines
Wasser la¨sst sich daher Tmaxn fu¨r Konzentrationen unterhalb der in Tab. 7.1 ange-
gebenen Werte in ausreichender Na¨herung durch Interpolation abscha¨tzen.
7.4.4 Erfolg der elektrisch induzierten Eiskeimbildung
Fu¨r das Einfrieren von Proben mit dem Ziel der Gefriertrocknung wurde aus-
schließlich die oben beschriebene 10%ige HES-Lo¨sung eingesetzt. Die Temperaturen
fu¨r die elektrisch induzierte Keimbildung wurden auf Tn=−1, 5 ◦C, −4, 5 ◦C und
−8, 5 ◦C (Probentemp.) festgelegt. Hierdurch wird der Temperaturbereich ober-
halb des Auftretens spontaner Keimbildung bei −11, 5 ◦C <Tsp<−17, 1 ◦C gut
abgedeckt. Da fu¨r die HES-Lo¨sung Ts≈ 0 ist, entspricht der Betrag von Tn gleich-
zeitig der Unterku¨hlung ∆Tn der Lo¨sung. Die Methode der direkten Eiskeimbildung
wurde bei Tn=−1, 5 ◦C wegen des niedrigeren Wertes von Tmaxn =(−3, 4± 0, 5) ◦C
(siehe Tab. 7.1) nicht eingesetzt.
Aus Tabelle 7.2 ist zu entnehmen, dass die Kristallisation mit beiden Elektroden-
4Die Werte von ∆Tminn fu¨r HES und Glucose liegen u¨ber den in Kap. 3.3.6 erzielten Werten. Dies
kann durch die abweichende Elektrodengeometrie und die um 0,5 kV niedrigere Pulsho¨he UˆPuls
erkla¨rt werden.
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Tab. 7.2: Elektrisch induzierte Eiskeimbildung bei Probentemperaturen von
Tn = −1, 5 ◦C, −4, 5 ◦C und −8, 5 ◦C. Die Tabelle zeigt fu¨r die beiden
unterschiedlichen Elektrodenaufsa¨tze zur indirekten/ direkten Eiskeimbildung
(siehe Abb. 7.1 c/ d) die Anzahl der Proben, in denen die Kristallisation
erfolgreich/ nicht erfolgreich eingeleitet werden konnte. In zwei Proben trat
die Keimbildung spontan ein, bevor die gewu¨nschte Probentemperatur zur
indirekten Eiskeimbildung erreicht wurde (Tn=−8, 5◦C).
indirekte Eiskeimbildung direkte Eiskeimbildung
(insges. 26+2 Proben) (insges. 32 Proben)
Tn [
◦C] ] total ] erfolgr. ]nicht ] sp. bei ] erfolgr. ]nicht
erfolgr. T > Tn erfolgr.
-1,5 12 11 1 0 - -
-4,5 24 4 0 0 19 1
-8,5 24 10 0 2 12 0
aufsa¨tzen bei den gewa¨hlten Keimbildungstemperaturen sehr zuverla¨ssig ausgelo¨st
werden konnte. Bei Einsatz des Elektrodenaufsatzes zur indirekten Eiskeimbildung
konnte lediglich in einer von 26 Proben der Phasenu¨bergang der Probe nicht ein-
geleitet werden (Tn=−1, 5 ◦C). Dies ist vermutlich auf eine Luftblase im Teflon-
schlauch zuru¨ckzufu¨hren, welche das Hineinwachsen des Eiskristalls in die Probe
blockierte5. In zwei Proben fand die Keimbildung spontan statt, bevor die ge-
wu¨nschte Keimbildungstemperatur von Tn=−8, 5 ◦C erreicht wurde.
Die Keimbildung innerhalb der Probenlo¨sung mit dem Elektrodenaufsatz fu¨r direk-
te Eiskeimbildung war in einem von 32 Fa¨llen nicht erfolgreich (Tn=−4, 5 ◦C). Nach
dem Ersetzen der entsprechenden, offensichtlich mangelhaften, Elektrode fand die
Keimbildung stets zuverla¨ssig statt.
Die gefrorenen Proben wurden bis zur Trocknung in einem Ultratiefgefrierschrank
bei −80 ◦C gelagert. Bei dieser Temperatur bleibt die Kristallstruktur auch bei
la¨ngerer Lagerung unvera¨ndert [119].
5Wa¨hrend des Befu¨llens der Elektrodenaufsa¨tze mit Wasser wurde bei unvollsta¨ndiger Elektro-
dentrocknung nach zuvor durchgefu¨hrten Experimenten bisweilen eine solche Luftblase im halb-
transparenten Teflonschlauch bemerkt. Die Elektrodenaufsa¨tze wurden in diesem Fall neu befu¨llt.
Eine Luftblase in der Kanu¨le am oberen Teil der Elektrode (siehe Abb. 6.6 a) kann jedoch nicht
erkannt werden und ist mo¨glicherweise fu¨r die nicht erfolgreiche Auslo¨sung der Kristallisation
verantwortlich.
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7.5 Trocknungsprozess
7.5.1 Experimenteller Aufbau
Zum Zwecke der Trocknung wurden ausgewa¨hlte Proben in eine kommerzielle Ge-
friertrocknungsanlage u¨berfu¨hrt (Christ LMC-2, Martin Christ Gefriertrocknungs-
anlagen GmbH, Germany). Zur Bestimmung des Trocknungsverlaufs der Proben
wurden drei hierfu¨r angefertigte mechanische Mikrowaagen in die Trocknungskam-
mer integriert, an denen je eine Probe frei ha¨ngend befestigt wurde (Abb.A.19).
Das Probengewicht gibt genaue Auskunft u¨ber den Trocknungsgrad der Probe wa¨h-
rend des gesamten Trocknungsvorgangs. Die verwendetenWaagen (in Abb. 7.2 sche-
matisch dargestellt) sind gegenu¨ber Druck- und Temperaturschwankungen in der
Kammer unempfindlich und im Vergleich zu kommerziell erha¨ltlichen Systemen ex-
trem kostengu¨nstig. Die Skala ist aus einer 0,1mm dicken Polyesterfolie gefertigt
und wiegt lediglich 0,6 g. Die Probe im Kryoro¨hrchen und das Gegengewicht (1,6 g)
sind an der zentrisch gelagerten Drehskala befestigt. Die Ablesegenauigkeit liegt bei
etwa 5mg und ist bei dem gemessenen mittleren Probengewicht von (0,33± 0,01) g
vor Trocknung (Dichte der HES-Lo¨sung: 1025 g/l bei 25◦C) zur Darstellung des
Trocknungsverlaufs ausreichend hoch. Die Waagen sind zwischen zweien der tem-
perierbaren Stellfla¨chen positioniert. Da die Proben ha¨ngend befestigt sind, findet
ein Wa¨rmeaustausch mit der Umgebung u¨berwiegend durch Wa¨rmestrahlung statt.
Die senkrecht montierte Kupferplatte (siehe Abb. 7.2) wird u¨ber die Stellfla¨chen
1
2
3
4
4
5
Abb. 7.2: Schematische Zeichnung von einer der drei eingesetzten Gefriertrocknungswaa-
gen in Seiten- (li.) und Vorderansicht (re.). Zu erkennen sind 1idas modifizierte
Kryoro¨hrchen als Probengefa¨ß, 2idie Skalenscheibe, 3idas Gegengewicht, 4i
die Stellfla¨chen der Gefriertrocknungsanlage und 5idie integrierte Kupferplat-
te.
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temperiert (Temperaturabweichung wa¨hrend Trocknung < 1,5 ◦C). Durch Position
der Proben nahe vor der Kupferplatte kann die Probentemperatur u¨ber die Stellfla¨-
chentemperatur gesteuert werden. Als Trocknungsparameter wurden in Anlehnung
an [120] ein Druck von p=0,25mbar, eine Stellfla¨chentemperatur von −20 ◦C und
eine Eiskondensator-Temperatur von −90 ◦C gewa¨hlt. Die Probentemperatur lag
wa¨hrend des Trocknungsvorgangs bei Werten zwischen −22 ◦C und −26 ◦C (na¨he-
res siehe [96]).
7.5.2 Auswertung des Trocknungsverlaufs
Die Abha¨ngigkeit des Trocknungsverhaltens der Proben von der Keimbildungs-
temperatur soll in einem mo¨glichst großen Bereich untersucht werden. Neben den
Proben mit kontrollierter Keimbildung bei Tn=−1, 5 ◦C, −4, 5 ◦C und −8, 5 ◦C
wurden daher weitere Proben einbezogen, welche ohne Elektrodenaufsatz gefroren
wurden und spontan zwischen Tsp=−11, 5 ◦C und −17, 1 ◦C Eiskeime bildeten.
Von diesen Proben wurden geeignete ausgewa¨hlt, um zwei weitere Messpunkte mit
Mittelwerten von Tn=(−12, 1± 0, 6) ◦C und (−16, 2± 0, 7) ◦C zu erhalten.
Das Probengewicht wurde zu Beginn der Trocknung wegen der hohen Trocknungs-
rate und am Ende des Trocknungsverlaufs zur genauen Bestimmung der Trock-
nungszeit in einem Intervall von 10-15min an den Waagen abgelesen. Im mittleren
Trocknungsbereich wurde das Intervall auf 15-20min erho¨ht. In Abb. 7.3 ist die
gemessene Abnahme des Probengewichts mit zunehmender Trocknungsdauer dar-
gestellt. Zur besseren U¨bersicht sind nur die Werte von Proben mit Tn=−1, 5 ◦C,
−8, 5 ◦C und −16, 2 ◦C (Mittelwert) eingetragen. Unabha¨ngig von der Keimbil-
dungstemperatur nimmt das Probengewicht zu Beginn der Trocknung rasch ab,
wa¨hrend die Trocknungsrate ∆m/∆t sich mit fortschreitendem Trocknungsgrad
immer weiter reduziert. Dies ist zu erwarten, da der Widerstand fu¨r die entwei-
chenden Wassermoleku¨le mit Zunahme der Dicke der bereits getrockneten Schicht
wa¨chst.
Quantitativ zeigt sich der Einfluss von Tn auf Trocknungsrate und Trocknungszeit
deutlich: Die Erho¨hung von Tn (Verringerung von ∆Tn) durch kontrollierte Keim-
bildung fu¨hrt zu einer Steigerung von ∆m/∆t und damit zu deutlich ku¨rzeren
Trocknungszeiten. Proben mit Tn=−1, 5 ◦C zeigen zu Beginn der Trocknung den
ho¨chsten Wert von ∆m/∆t und erreichen den Zustand der vollsta¨ndigen prima¨ren
Trocknung als erste. Dieser ist erreicht, wenn das Probengewicht einen konstan-
ten Wert annimmt (siehe Pfeile in Abb. 7.3). In Abb. 7.4 sind die Trocknungszeiten
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Abb. 7.3: Abnahme des Probengewichts wa¨hrend der Trocknungsphase der Gefriertrock-
nung. Wegen der besseren U¨bersichtlichkeit sind nur Proben mit Keimbildung-
stemperaturen Tn=−1, 5 ◦C, −8, 5 ◦C und −16, 2 ◦C dargestellt (Proben mit
Tn=−4, 5 ◦C und Tn=−12, 1 ◦C fehlen). Pfeile an der Abszisse zeigen die mitt-
lere Trockungszeit fu¨r die jeweilige Keimbildungstemperatur an (siehe Text).
der Proben in Abha¨ngigkeit der Keimbildungstemperatur dargestellt. Hierzu wur-
den die Kurven aus Abb. 7.3 und zusa¨tzlich die Verla¨ufe fu¨r Tn=−4, 5 ◦C und
−12, 1 ◦C (Mittelwert) ausgewertet. Als Kriterium fu¨r eine vollsta¨ndige prima¨re
Trocknung galt das Absinken der Trocknungsrate auf ∆m/∆t< 0,1mg/min. Der
positive Einfluss einer Erho¨hung von Tn auf den Trocknungsprozess wird bei dieser
Darstellung besonders deutlich: Die Trocknungszeit kann mittels induzierter Eis-
keimbildung von tTr=529min bei Tn=−16, 2 ◦C auf tTr=273min bei Tn=−1, 5 ◦C
nahezu halbiert werden. Gleichzeitig ist die Streuung der Trocknungszeiten bei kon-
trollierter Keimbildung gering (kleine Fehlerbalken in Abb. 7.4). Zwischen Tn und
der Trocknungszeit wird im untersuchten Bereich ein etwa linearer Zusammenhang
beobachtet (R=0,968).
In Abb. 7.5 sind REM-Aufnahmen der nach der Trocknung entlang der Sym-
metrieachse geschnittenen Proben dargestellt. In U¨bereinstimmung mit den in
Kapitel 7.2 diskutierten Zusammenha¨ngen wird deutlich, dass die Vera¨nderung
der Trocknungszeit auf die unterschiedliche Struktur der Proben zuru¨ckzufu¨hren
ist. Das schnelle Kristallwachstum nach Keimbildung im Temperaturbereich von
−16, 2 ◦C fu¨hrt zu kleinen, kompakten Eiskristallko¨rnern. Hieraus ergibt sich die
in Abb. 7.5 c beobachtete schwammartige Struktur mit kleinen geschlossenen Po-
ren. Bei Tn=−1, 5 ◦C ist die Kristallwachstumsgeschwindigkeit deutlich geringer.
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Abb. 7.4: Abha¨ngigkeit der Gefriertrocknungszeit von der wa¨hrend des Einfrierprozes-
ses gewa¨hlten Keimbildungstemperatur Tn. Fehlerbalken geben die Standard-
abweichung der Messwerte an. Mit einem Stern gekennzeichnete Messpunkte
wurden aus ausgewa¨hlten Proben mit spontaner Eiskeimbildung gewonnen. Sie
besitzen folglich einen zusa¨tzlichen Fehler bezu¨glich Tn.
Es bilden sich vergleichsweise große, plattenfo¨rmige Eiskristalle aus, die zu einer
lamellenartigen Struktur mit großen Bereichen einheitlicher Orientierung fu¨hren
(Abb. 7.5 a). Zwischen diesen Keimbildungstemperaturen ist eine Mischstruktur
zu beobachten, wie sie in Abb. 7.5 b fu¨r Tn=−8, 5 ◦C zu sehen ist. Der geringere
Diffusionswiderstand fu¨r Wassermoleku¨le in der lamellenartigen im Vergleich zur
schwammartigen Struktur fu¨hrt zur Reduzierung der Trocknungszeit bei hohem Tn.
Dies wird auch anhand der Trocknungsrate ∆m/∆t deutlich, die fu¨r Tn=−1, 5 ◦C,
−8, 5 ◦C und −16, 2 ◦C in Abb. 7.6 gezeigt wird. Die Kurvenverla¨ufe wurden durch
das Fitten der Messpunkte aus Abb 7.3 mit einer Polynom-Funktion 4ten bis 7ten
Grades (abha¨ngig vom Kurvenverlauf) und durch Ableiten des funktionellen Zu-
sammenhangs nach der Trocknungszeit gewonnen. Um den Einfluss der Probentex-
turen auf ∆m/∆t besser vergleichen zu ko¨nnen, ist die Trocknungsrate in Abb. 7.6
u¨ber dem Probengewicht aufgetragen. Ein identisches Probengewicht stellt einen
vergleichbaren Trocknungszustand und damit eine vergleichbare Position der Subli-
mationsfront dar. Ein Unterschied der Trocknungsrate ist in diesem Fall direkt auf
die Probentextur zuru¨ckzufu¨hren. Der Abbildung ist zu entnehmen, dass eine ho¨-
here Keimbildungstemperatur u¨ber den gesamten Trocknungszeitraum zu ho¨heren
Trocknungsraten fu¨hrt. Lediglich zu Beginn der Trocknung (hohes Probengewicht)
kommt es teilweise zu einer U¨berschneidung von Kurven bei unterschiedlichen
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Abb. 7.5: REM-Aufnahmen gefriergetrockneter und entlang der Symmetrieachse ge-
schnittener HES-Proben nach dem Einfriervorgang bei unterschiedlichen Keimbildung-
stemperaturen: a Tn=−1, 5 ◦C, b Tn=−8, 5 ◦C und c Tn=−16, 2 ◦C. In der linken Spalte
sind U¨bersichtsaufnahmen, in der rechten Spalte Detailaufnahmen des zentralen Proben-
bereichs dargestellt. Die Gro¨ße des abgebildeten Bereichs ist in der jeweiligen Spalte bei
allen drei Proben identisch.
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mP
Abb. 7.6: Aus Abb. 7.3 abgeleitete Trocknungsrate in Abha¨ngigkeit des Probengewichts
mP fu¨r Tn=−1, 5 ◦C, −8, 5 ◦C und −16, 2 ◦C (Mittelwert).
Keimbildungstemperaturen. Dies ist durch eine Besonderheit der Probentextur an
der Probenoberfla¨che bedingt. Dort liegt auch bei hohem Tn eine vergleichsweise
kleine Porengro¨ße und uneinheitliche Porenorientierung vor (siehe Abb. 7.5). Diese
”
Deckschicht“ ist allgemein bekannt und entsteht durch diffusive und konvektive
Anreicherung der Additive an der Oberfla¨che bedingt durch den Kristallisations-
vorgang. Der Diffusionswiderstand und damit die Trocknungsrate unterscheiden
sich in diesem Bereich folglich weniger stark von dem der Proben mit niedrigem
Tn.
Fu¨r den idealisierten Fall, dass sich die Sublimationsfront in unvera¨nderter Geo-
metrie entlang der Symmetrieachse durch die Probe bewegt, wa¨re bei homogener
Probentextur entsprechend [54; 53] eine Abha¨ngigkeit ∆m/∆t∝ 1/∆x zu erwarten,
wobei ∆x entsprechend Abb. 7.7 die Dicke der bereits getrockneten Probenschicht
angibt. Das Probengewicht mP ha¨ngt im Fall einer ebenen Sublimationsfront mit
Fla¨che ASubl u¨ber mP=m0-∆ρASubl∆x von der Schichtdicke ab, wobei mit m0 das
Ausgangsgewicht und mit ∆ρ der Unterschied der mittleren Probendichte vor und
nach der Trocknung bezeichnet werden. In Abb. 7.6 ist ∆m/∆t u¨ber mP aufgetra-
gen. Da ∆x∝m0−mP gilt, wa¨re eine 1/x-Abha¨ngigkeit6 der Trocknungsrate vom
Probengewicht zu erwarten. Der experimentell ermittelte Verlauf weicht hiervon
jedoch z. T. deutlich ab. Der Grund hierfu¨r ist, dass sich die Geometrie der Sub-
limationsfront und der Wert der Fla¨che ASubl wa¨hrend des Trocknungsprozesses
vera¨ndern. Unter Einbeziehung der realen Gro¨ße ASubl (m0 − mP) ist der Trock-
nungsverlauf mit Hilfe dieses einfachen Modells zu verstehen. Fu¨r die Analyse der
6Die Gro¨ße x entspricht hier allgemein der x-Koordinate der Abbildung (x=mP) und nicht der
Position der Eisfront.
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Abb. 7.7: Schematische
Darstellung einer teilwei-
se getrockneten idealisier-
ten Probe mit parallelen
Poren und ebener Sublima-
tionsfront (siehe Text).
Sublimationsfront-Entwicklung wa¨hrend der Trocknung und dem Vergleich zwi-
schen Modell und Experiment sei auf [96] verwiesen.
7.6 Zusammenfassung
Die Untersuchungen mit zwei unterschiedlichen Elektrodenaufsa¨tzen zeigen die
Mo¨glichkeiten, aber auch die Schwierigkeiten der Anwendung der elektrisch indu-
zierten Eiskeimbildung im Bereich der Gefriertrocknung auf. Die indirekte Eiskeim-
bildung ermo¨glicht eine zuverla¨ssige Keimbildung. Der Aufbau des entsprechenden
Elektrodenaufsatzes ist jedoch zu komplex, als dass ein Einsatz in der industriellen
Anwendung vorstellbar wa¨re. Naheliegender ist der Einsatz der Methode der direk-
ten Eiskeimbildung, welche durch die Integration einfachster Elektrodenstrukturen
in Gefriertrocknungscontainer umsetzbar wa¨re. In diesem Fall ist der Erfolg der
Eiskeimbildung jedoch stark von der Zusammensetzung der Probenlo¨sung abha¨n-
gig, die gefriergetrocknet werden soll. Es konnte gezeigt werden, dass in Gefrier-
trocknungsanwendungen ga¨ngige nicht-ionische Additive die Keimbildung bereits
bei geringer Unterku¨hlung zulassen. Ist der Einsatz von Salzen in physiologischen
Konzentrationen jedoch unverzichtbar, scheidet die Methode aufgrund der inhi-
bitiven Wirkung der Salze auf die elektrisch induzierte Keimbildung aus (siehe
Kap. 3.3.7).
Falls die Zusammensetzung der Lo¨sung eine Anwendung der Methode zula¨sst, ko¨nn-
te sie von großem Nutzen fu¨r die Optimierung von Gefriertrocknungsprozessen
sein. Die u¨blicherweise auftretende Variation der Keimbildungstemperatur kann
dann vermieden und die Unterku¨hlung der Lo¨sung reduziert werden. Wie gezeigt
wurde, fu¨hrt die Erho¨hung der Keimbildungstemperatur zu einer Verringerung der
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Trocknungszeit. Der Grund hierfu¨r ist die Abha¨ngigkeit der Wachstumsstruktur des
Kristalls von der Wachstumsgeschwindigkeit. Diese wird wiederum von der Keim-
bildungstemperatur beeinflusst. Das Wachstum großer plattenfo¨rmiger Kristalle bei
hoher Keimbildungstemperatur ermo¨glicht eine schnellere Probentrocknung als es
kleine kompakte Kristallko¨rner, wie sie bei großer Unterku¨hlung beobachtet wur-
den, zulassen.
Fu¨r die in dieser Arbeit vorliegenden experimentellen Bedingungen und das relativ
kleine Probenvolumen von 320µl zeigte sich eine drastische Reduzierung der Trock-
nungszeit auf etwa den halben Wert bei Anhebung der Keimbildungstemperatur
von Tn=−16 ◦C auf −1, 5 ◦C. Das kleine Probenvolumen fu¨hrt zu einer u¨berwie-
gend homogenen und fu¨r die jeweilige Keimbildungstemperatur charakteristischen
Probentextur. Ho¨here Keimbildungstemperaturen sind hierdurch u¨ber den gesam-
ten Trocknungsprozess mit ho¨heren Trocknungsraten verknu¨pft. Bei gro¨ßeren Pro-
benvolumina, wie sie bei der industriellen Anwendung vorkommen, fu¨hrt das un-
gu¨nstigere Verha¨ltnis zwischen Oberfla¨che und Volumen bzw. der zum Volumen
proportionalen Latentwa¨rmemenge unter Umsta¨nden zu sich sta¨rker vera¨ndernden
Wachstumsbedingungen wa¨hrend der Erstarrung. Die Abnahme der Wachstumsge-
schwindigkeit kann beispielsweise zu einer Zunahme der Eiskristallkorngro¨ße vom
Probenrand zur Probenmitte hin, entsprechend der Erstarrungsrichtung, fu¨hren.
Hierdurch ko¨nnte der Einfluss der Keimbildungstemperatur, abha¨ngig von Para-
metern wie der externen Ku¨hlrate, geringer ausfallen, als im untersuchten Modell-
system. In jedem Fall ist Tn jedoch eine Gro¨ße mit entscheidendem Einfluss auf die
Trocknungsdauer.
Die in der Literatur der letzten Jahre vero¨ffentlichte Entwicklung von Techniken
zur Beeinflussung von Tn mit direktem Bezug zur industriellen Anwendung (siehe
Kap. 7.3) besta¨tigt die Notwendigkeit zur gezielten Steuerung dieses Parameters.
Unter geeigneten Umsta¨nden (s.o.) ko¨nnte die elektrisch induzierte Eiskeimbildung
eine vielversprechende Alternative darstellen. Prinzipiell ist das Verfahren auf eine
beliebige Probenzahl anwendbar und auch in eine Durchlaufproduktion zu integrie-
ren.
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8.1 Zusammenfassung
In dieser Arbeit wurde das Pha¨nomen der elektrisch induzierten Eiskeimbildung ex-
perimentell untersucht und ein theoretisches Modell entwickelt, welches die Keim-
bildung im thermodynamischen Zusammenhang beschreibt. Basierend auf diesen
Erkenntnissen wurde ein experimenteller Aufbau konstruiert, der es ermo¨glicht,
die gezielte elektrisch induzierte Eiskeimbildung zur Kontrolle der Keimbildungs-
temperatur im Bereich der Kryokonservierung und Gefriertrocknung einzusetzen.
Hierdurch ko¨nnen definierte Bedingungen beim Einfrierprozess geschaffen werden,
welche zur Maximierung der Zellu¨berlebensrate bzw. zur Minimierung der Gefrier-
trocknungszeit unerla¨sslich sind. Der Einsatz der elektrisch induzierten Eiskeimbil-
dung stellt in diesem Zusammenhang einen ga¨nzlich neuen Ansatz dar.
Elektrisch induzierte Eiskeimbildung
Durch experimentelle Untersuchungen in einem speziell entwickelten Mikroskop-
Friertisch konnte gezeigt werden, dass die Eiskeimbildung auch an elektrisch nicht
leitenden Oberfla¨chen wie PTFE oder Glas induziert werden kann. Hierzu muss an
der Oberfla¨che lediglich die notwendige Grenzfeldsta¨rke durch eine geeignete Elek-
trodengeometrie erreicht werden. Die Untersuchungen besta¨tigen die Hypothese,
dass die elektrisch induzierte Eiskeimbildung auf die Wirkung des elektrischen Fel-
des selbst und nicht, wie in der Literatur diskutiert, auf sekunda¨re Prozesse wie ei-
ne mechanische Grenzfla¨chenverschiebung, Gasblasenbildung oder die Entwicklung
von Metallhydratkomplexen zuru¨ckzufu¨hren ist. An Elektrodenspitzen mit einem
Kru¨mmungsradius im Bereich von 50-100 nm konnte die Eiskeimbildung in rei-
nem Wasser reproduzierbar und bei verha¨ltnisma¨ßig geringen Elektrodenpotenzia-
len zwischen 100V und 400V ausgelo¨st werden. Hieraus wurde eine Grenzfeldsta¨rke
fu¨r die elektrisch induzierte Eiskeimbildung von ca. 3·109V/m bei T=−1 ◦C ermit-
telt. Parameter wie Pulsdauer, Probentemperatur und Elektrodenmaterial zeigten
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einen von den experimentellen Bedingungen bzw. vom eingesetzten Elektrodentyp
abha¨ngigen, teilweise jedoch sehr deutlichen Einfluss auf die zur Keimbildung beno¨-
tigte Spannungspulsho¨he. Die Variation des Elektrodenabstandes wirkte sich hinge-
gen insgesamt nur sehr gering auf die Keimbildung aus. Von besonderer Bedeutung
fu¨r die Anwendung im Bereich der Kryobiologie und der Gefriertrocknung ist die
Beobachtung, dass bereits die Zugabe geringer Mengen an Salzen die Keimbildung
beeintra¨chtigt und schließlich ganz verhindert. Nicht-ionische Additive senken die
maximale Temperatur, bei der ein Eiskeim erzeugt werden kann, lediglich moderat
ab.
Ein theoretisches Modell wurde zur Interpretation der experimentellen Ergebnis-
se entwickelt, welches die induzierte Eiskeimbildung allein durch die Wirkung des
elektrischen Feldes erkla¨rt. Die treibende Kraft ist die Absenkung der Feldener-
gie bei der Bildung eines Eisclusters durch die Erho¨hung der Dielektrizita¨tszahl
beim U¨bergang von Wasser zu Eis. Das Modell beschreibt fu¨r die experimentellen
Bedingungen an den Elektrodenspitzen eine sprunghafte Erho¨hung der Keimbil-
dungsrate, wenn eine Grenzfeldsta¨rke von 0,5-1,0·109V/m erreicht wird. Durch die
gro¨ßenordnungsma¨ßig gute U¨bereinstimmung der theoretisch ermittelten Grenz-
feldsta¨rke mit dem experimentell gefundenen Wert von 3·109V/m (s.o.) wird das
Modell besta¨tigt. U¨ber diese Betrachtung hinausgehend spielt der Transport von in
der Lo¨sung enthaltenen Ionen im elektrischen Feld fu¨r die Erkla¨rung des Einflusses
der unterschiedlichen experimentellen Parameter eine besondere Rolle. Elektroden,
bei denen ein Faradayscher Stromfluss durch das Aufbringen einer Isolationsschicht
unterbunden wird, zeigen im Vergleich zu blanken Metallelektroden experimentell
charakteristische Unterschiede, welche durch die Ausbildung einer ausgepra¨gten
Raumladungszone im Bereich der Elektrodenoberfla¨che zu erkla¨ren sind.
Anwendung in der Kryokonservierung
Der negative Einfluss von Ionen la¨sst die direkte Anwendung der elektrisch in-
duzierten Eiskeimbildung in Einfriermedien, wie sie fu¨r die Kryokonservierung von
biologischem Material eingesetzt werden, nicht zu. Aus diesem Grund wurden Elek-
trodenaufsa¨tze entwickelt, in denen der Eiskeim in einer mit reinem Wasser gefu¨ll-
ten Keimbildungskammer erzeugt wird und von dort aus in die Probe wa¨chst. Die
Elektrodenaufsa¨tze wurden in Kryokonservierungsexperimenten mit humanen Fi-
broblasten und humanen ha¨matopoetischen Vorla¨uferzellen (CD34+) erfolgreich zur
gezielten Variation der Keimbildungstemperatur zwischen Tn=−20 ◦C und −4 ◦C
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eingesetzt (Probenvolumen: 300µl). Nach dem Wiedererwa¨rmen der Proben zeigte
sich eine deutliche Abha¨ngigkeit der Membranintegrita¨t der Zellen von der Keimbil-
dungstemperatur wa¨hrend des Einfriervorgangs. Fu¨r beide Zellarten wurde ein Op-
timum der Membranintegrita¨t mit Werten bis 90% bei Keimbildungstemperaturen
zwischen Tn==−8 ◦C und −10 ◦C und damit einem mittleren Grad der Unter-
ku¨hlung festgestellt. Die Scha¨digung der Zellen konnte mit Hilfe von Simulations-
berechnungen zur Zelldehydrierung wa¨hrend des Einfrierprozesses als Scha¨digung
durch ausgepra¨gte Wasserabgabe bei hohen Keimbildungstemperaturen und durch
intrazellula¨re Eisbildung bei tiefen Keimbildungstemperaturen erkla¨rt werden. Das
pra¨sentierte Scha¨digungsmodell ist fu¨r das tiefere Versta¨ndnis der Scha¨digungs-
prozesse beim Einfriervorgang und damit fu¨r die Optimierung von Kryokonservie-
rungsprotokollen von Bedeutung.
Anwendung in der Gefriertrocknung
Da in der Gefriertrocknung nicht zwangsla¨ufig hohe Salzkonzentrationen in der
Probe vorliegen, wurde neben dem oben beschriebenen Elektrodenaufsatz auch ein
alternativer, sehr einfacher Elektrodenaufbau entwickelt, mit dem der Eiskeim di-
rekt in der Modellprobe (320µl 10%ige Hydroxyethylsta¨rkelo¨sung) erzeugt wird.
Auch mit diesem Elektrodenaufsatz konnte die Eiskeimbildung induziert und die
Kristallisation der Probe bei unterschiedlichen, definierten Keimbildungstempera-
turen eingeleitet werden. Die mindestens erforderliche Unterku¨hlung der Probe,
bei der die Keimbildung direkt in der Probe ausgelo¨st werden kann, ist jedoch
von der Zusammensetzung der Lo¨sung abha¨ngig. Die kontinuierliche Messung des
Probengewichts wa¨hrend der Trocknungsphase durch hierfu¨r konzipierte Waagen
zeigte den signifikanten Einfluss der Keimbildungstemperatur auf Trocknungsrate
und Trocknungszeit. Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen der getrock-
neten Proben belegen, dass die Reduzierung der Probenunterku¨hlung zum Wachs-
tum gro¨ßerer und orientierter Eiskristalle in der Probe fu¨hrt. Hierdurch wird die
Trocknungsrate erho¨ht und die Trocknungszeit drastisch reduziert. Im untersuchten
Bereich (−16, 2 ◦C ≤Tn≤−1, 5 ◦C) wurde ein linearer Zusammenhang zwischen
Trocknungszeit und Keimbildungstemperatur gefunden. Die Trocknungszeit konn-
te in diesem Bereich und bei den hier vorliegenden Trocknungsparametern nahezu
halbiert werden.
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8.2 Ausblick
Die in dieser Arbeit gewonnenen experimentellen Ergebnisse lassen sich mit Hilfe
des vorgestellten theoretischen Modells erkla¨ren. Um ein noch tieferes theoretisches
Versta¨ndnis zu erlangen, ist es erstrebenswert, die Strukturierung der Wassermole-
ku¨le im Bereich der Elektrodenoberfla¨che wa¨hrend des Hochspannungspulses z. B.
mit Hilfe von Neutronenstreuexperimenten genauer zu untersuchen. Die exakte
Bestimmung des Zeitfensters, in dem die Eiskeimbildung stattfindet, kann weitere
Hinweise auf die Gu¨ltigkeit des Erkla¨rungsansatzes geben. Mit den eingesetzten
optischen Methoden ist der exakte Zeitpunkt der Keimbildung nicht zu erfassen.
Die allgemeine Gu¨ltigkeit des theoretischen Modells ko¨nnte durch den Einsatz der
elektrisch induzierten Eiskeimbildung in alternativen Systemen besta¨tigt werden.
In Frage kommen unterku¨hlte Lo¨sungen mit Dipolcharakter, die eine Erho¨hung der
Dielektrizita¨tszahl beim Phasenu¨bergang in den festen Zustand zeigen.
Im Bereich der Kryokonservierung kann der entwickelte Aufbau als Untersuchungs-
system zur Bestimmung optimaler Einfrierprotokolle fu¨r weitere Zellarten einge-
setzt werden. Von großem praktischen Nutzen wa¨re die Miniaturisierung der Elek-
trodenaufsa¨tze und die Integration in Einfrierautomaten fu¨r Zellarten wie Eizellen
(Oozyten), bei denen die Kontrolle der Keimbildungstemperatur zum Erreichen
der gewu¨nschten Zellu¨berlebensrate unerla¨sslich ist. Das Verfahren ließe sich je-
doch auch in viele andere Systeme integrieren, in denen das kontrollierte Einleiten
der Kristallisation, beispielsweise zur Erforschung des Kristallwachstums unter de-
finierten Bedingungen, von Interesse ist.
Da in der Gefriertrocknungsindustrie hohe Probenzahlen verarbeitet werden, kann
nur ein sehr einfacher, integrierter oder ein wiederverwertbarer Elektrodenauf-
bau von Interesse sein. Je nach Probenzusammensetzung wa¨re die Integration der
direkten Eiskeimbildung in Probengefa¨ße zum Einsatz in großtechnischen Anlagen
denkbar. Durch eine noch exakter angepasste Elektrodengestaltung ko¨nnte mo¨g-
licherweise der Einfluss sto¨render Ionen weiter reduziert und die Anwendbarkeit
der elektrisch induzierten Eiskeimbildung auch bei ungu¨nstiger Probenzusammen-
setzung ermo¨glicht werden. Eigene Versuche hierzu zeigen, dass sich z. B. die Re-
duzierung des Ionentransports zur Elektrodenoberfla¨che durch Diffusionsbarrieren
und das Anlegen von elektrischen Gegenfeldern unter bestimmten Bedingungen
positiv auswirken ko¨nnen. Vor dem Hintergrund des hohen Produktwertes in der
pharmazeutischen Gefriertrocknung und des teuren und zeitaufwa¨ndigen Gefrier-
trocknungsprozesses ist eine intensivere Auseinandersetzung mit diesem neuartigen
Verfahren sicherlich lohnenswert.
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A.1 Grundlagen
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Abb. A.1: Ausschnitt aus dem Phasendiagramm des Systems Eis /Wasser. Bei Normal-
druck und Temperaturen oberhalb T=−200 ◦C ist die hexagonale Eisstruktur
Ih die einzig stabile Form. Abbildung modifiziert nach [97].
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Abb. A.2: Aufladung der Doppelschicht durch Ionentransport nach Bazant et al. [6]: di-
mensionslose Ionenkonzentration c? = (c1+c2)/2c0 fu¨r unterschiedliche Zeiten
t? = t/τc=0,5 (Linie), 1 (Punkte), 2 (Striche), 4 (Punkt-Strich) und 20 (lange
Striche) a fu¨r den gesamten Elektrodenzwischenraum (entspr. Abb. 2.8 c) und
b fu¨r den Bereich der diffusen Doppelschicht (grau hinterlegter Bereich von a).
In b sind die fu¨r Abb. 5.3 verwendeten Punkte zur Abscha¨tzung der zeitlichen
Entwicklung der Ionenkonzentration an der Elektrodenoberfla¨che markiert.
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A.2 Elektrisch induzierte Eiskeimbildung
A.2.1 Herstellung der Elektroden
Abb.A.3 zeigt den Aufbau zur Herstellung der Goldkugel-Elektroden aus Gold-
draht. Ein Stu¨ck des Drahtes wurde hierzu in einer Spritzenkanu¨le (∅a=0,9mm)
fixiert und die Kanu¨le in der Klemmhalterung befestigt. Mit Hilfe der Mikrometer-
schraube wird der Draht in die Gasflamme vorgeschoben und unter Beobachtung
durch das Mikroskop auf den gewu¨nschten Kugeldurchmesser aufgeschmolzen.
1
3
4
2
Abb. A.3: Vorrichtung zur Herstellung von einkristallinen Goldkugelelektroden beste-
hend aus 1iMikroskop, 2iButangasbrenner mit feiner, spitzer Flamme, 3i
Mikrometerschraube und 4iKlemmvorrichtung.
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A.2.2 Konfiguration häufig eingesetzter Elektroden
Tab. A.1: Zusammenstellung ha¨ufig eingesetzter Elektrodentypen. Typische Spitzen-
durchmesser sind ∅=1mm bei Elektroden vom Typ gK*, 100-250µm bei Elek-
troden vom Typ kK* und 100-200 nm bei Elektroden vom Typ GS.
Elektrode Typ Abb. Bemerkung
gKb
3.8a
3.10b
3.12a
Einkristalline, glatte Au-
Oberfla¨che; EKB nur am U¨bergang
zur Isolationsschicht
gKi
3.9
3.10a
3.17
3.18a
5-10µm dicke Isolationslackschicht;
EKB-Orte u¨ber Oberfla¨che verteilt
gKiS 3.12a
Isolationsschicht mit Einschnitt;
gu¨nstige EKB-Eigenschaften im
Spalt
gKbr 3.8a
aufgeraute Au-Oberfla¨che; kaum
Beeinflussung der EKB
kKi
3.8a
3.12b
2-5µm dicke Isolationslackschicht;
sehr gute EKB-Eigenschaften durch
Defektbildung in Isolationsschicht
kKb 3.8b
Einkristalline, glatte Au-
Oberfla¨che; EKB am U¨bergang
zu Isolationsschicht; kleiner Radius
positiv fu¨r EKB
GS
3.8b
3.9
3.10b
3.12b
3.16
gea¨tzte Au-Spitze; sehr gu¨nsti-
ge EKB-Eigenschaften durch hohe
Feldsta¨rke an Spitze; reproduzier-
barer EKB-Ort auf Au-Oberfla¨che
(Spitze)
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Abb. A.4:Mikroskopiebilder unterschiedlicher exemplarischer Elektrodenkonfigurationen
im experimentellen Aufbau: a1 zwei Elektroden vom Typ gKb und a2 Keimbildung fu¨r
dieses Elektrodensetup am U¨bergang von der Isolationslackschicht zum Elektrodenkopf;
b Elektrode vom Typ gKb (li.) und eine halb isolierte Kugelelektrode (re.); c Gasbla-
senbildung an einer halb isolierten Elektrode bei Anlegen einer Spannungsrampe (siehe
Kap. 3.4.1); d Elektrode vom Typ kKb (li.) und Gegenelektrode vom Typ gKi ; e Elek-
trode vom Typ kKb (li.) und Gegenelektrode vom Typ gKb; f1 induzierte Eiskeimbildung
an eine Elektrode vom Typ kKi und f2 die beobachtete lokale Auflo¨sung des Eiskristalls
nahe der Elektrodenoberfla¨che bei Anlegen eines weiteren Spannungspulses mit großem
τP.
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=134nm
a
c
e
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d
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Abb. A.5: REM-Aufnahmen unterschiedlicher exemplarischer Elektroden: a Elektrode
vom Typ gKb direkt nach Aufschmelzen der Goldkugel mit gut zu erkennenden Kristall-
facetten (Abflachungen der Oberfla¨che), b Elektrode vom Typ gKb nach Aufbringen der
Isolationslackschicht am Schaft und teilweiser Aufrauung des Elektrodenkopfes, c Elek-
trode vom Typ kKi mit unversehrter Isolationsschicht, d Defekte in der Isolationsschicht
der gleichen Elektrode (Typ kKi) nach dem experimentellen Einsatz, e Elektrode vom
TypGS mit Isolationslackschicht am Schaft, f Vergro¨ßerte Aufnahme der Elektroden-
spitze (TypGS ) zur Vermessung des Spitzendurchmessers. Fu¨r die Aufnahmen in c und
d wurde der GSE-Detektor (siehe Kap. 5.2.6) eingesetzt.
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a b
10 m 1 m
Abb. A.6: REM-Aufnahmen der Isolationslackoberfla¨che einer Elektrode von Typ gKi
mit unterschiedlicher Vergro¨ßerung in a und b.
0,5mm
Pt Au Cu Ti
Abb. A.7: Aufnahmen der Stirnfla¨chen von Stabelektroden (TypSE ) aus den Materia-
lien Pt, Au, Cu und Ti. Zu erkennen ist die aufgebrachte Rauigkeit auf der
Metalloberfla¨che, an der die induzierte Eiskeimbildung stattfindet.
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A.2.3 Benutzeroberflächen der Steuerprogramme
Abb. A.8: Benutzeroberfla¨che des Programms ”ProPulse“
Abb. A.9: Benutzeroberfla¨che des Programms ”Movetip“
180
A.2 Elektrisch induzierte Eiskeimbildung
A.2.4 Pulsgenerator
Abb. A.10: Elektronik zur Erzeugung der Hochspannungspulse (Pulsgenerator). Nicht
sichtbar ist das Hochspannungsnetzteil.
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A.2.5 Ergänzende Betrachtung zur Feldenergie bei der
Eisclusterbildung
Anhand eines einfachen Ersatzschaltbildes unterschiedlicher Kapazita¨ten (Platten-
kondensatoren) sollen die Feldverteilung und die Vera¨nderung der elektrischen Feld-
energie bei Clusterbildung betrachtet werden.
Im Moment der Pulsapplikation besteht das System entsprechend Abb.A.11 a aus
der Kapazita¨t C11, welche zuvor vom HV-Netzteil aufgeladen wurde und die La-
dungen einbringt (siehe auch Abb. 3.3), der Kapazita¨t C12 der Elektroden in der
Probe (Wasser) und dem Entladewiderstand R. Bei Eisclusterbildung a¨ndert sich
die Kapazita¨t C12 zu C12´ (Abb.A.11 b). C11 bleibt unvera¨ndert, wird jedoch nach
der Keimbildung in C21 umbenannt. Zur Vereinfachung wird C12´ anschließend in
zwei parallel geschalteten Kapazita¨ten C22 (Anteil ohne Eis) und C3 (mit Eis) ent-
sprechend der Fla¨che, welche vom Eiscluster bedeckt ist, aufgeteilt (Abb.A.11 c).
C11
Ua
C12
C21 C22 C3
R
C2C1 C3
Ub
W
WW
E
a b
d e
Q1 A 1, Q2 A 1, A 2- Q3 A 2,
d1d2
vor Keimbildung nach Keimbildung
C11=
C11 C12´
c
Abb. A.11: Elektrische Ersatzschaltbilder im Plattenkondensator-Modell zur Berechnung
der Feldenergievera¨nderung bei Eisclusterbildung: a, d Situation vor Keimbildung und
b, c, e nach Eiskeimbildung.
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Fu¨r die Berechnung werden die Kapazita¨ten vor der Keimbildung zu C1=C11+C12
(Abb.A.11 d) und nach der Keimbildung zu C2=C21+C22 (Abb.A.11 e) zusammen-
gefasst. C1 und C2 sind zur einfacheren Berechnung vollsta¨ndig mit einem Dielektri-
kum der Dielektrizita¨tszahl W (Wasser) gefu¨llt. Die Kapazita¨t C3 ist hingegen bis
zur Ho¨he d2 mit Eis gefu¨llt, was durch ein Dielektrikum mit E beru¨cksichtigt wird.
Der Plattenabstand sei einheitlich d1. Da die Plattenfla¨che von C3 durch die Kon-
taktfla¨che A2 des Eiskeims mit der Elektrode festgelegt ist, wird der Plattenabstand
d1 durch die Gro¨ße der Kapazita¨t C3 bestimmt. Somit ist d1 vorgegeben. Die Gro¨ße
der Kapazita¨t C1 wird u¨ber die Plattenfla¨che A1 angepasst [A1=C1·d1/(0W )]. Es
ergibt sich also fu¨r C2 die Plattenfla¨che A1 − A2.
Die Spannung Ua fa¨llt wa¨hrend des Pulses durch die Entladung der Kondensatoren
u¨ber den Widerstand R exponentiell ab. Da die Zeitskala bei Zeitkonstanten τP im
Bereich von ms jedoch um Gro¨ßenordnungen u¨ber der Zeit liegt, in der sich der
Eiskeim bildet, sollen Ua bzw. Ub fu¨r die Betrachtung der Feldenergievera¨nderung
als konstant angenommen werden. Entsprechend taucht R in Abb.A.11 b-e nicht
mehr auf. Fu¨r die Energie des elektrischen Feldes im Volumen V gilt
W =
1
2
∫
V
EDdr. (A.1)
Im Falle eines Plattenkondensators ergibt sich hieraus bei Vernachla¨ssigung von
Randeffekten mit E=Q/(0r · A) und D= 0rE der Zusammenhang
W =
1
20r
Q2
A2
V =
1
20r
Q2
A
d. (A.2)
Hierbei ist A die Plattenfla¨che und d der Abstand der Kondensatorplatten.
An der Kapazita¨t C1 soll vor Keimbildung die Spannung Ua anliegen. Durch die
Vera¨nderung der Kapazita¨t C1→C2+C3 ergibt sich nach der Keimbildung fu¨r die
Spannung an C2 und C3 aufgrund der Ladungserhaltung Q1=Q2+Q3 und wegen
C = Q/U der Ausdruck
Ub = Ua
C1
C2 + C3
. (A.3)
Fu¨r die Gro¨ßen der einzelnen Kapazita¨ten gilt:
C1 = 0W
A1
d1
(A.4)
C2 = 0W
A1 − A2
d1
(A.5)
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C3 =
1
1
0E
A2
d1
+ 1
0W
A2
d1−d2
. (A.6)
Durch Einsetzen der Gln.A.4-A.6 in Gl.A.3 erha¨lt man nach Umformung
Ub =
Ua
1− A2
A1
[
1− 1
1+

W
E
−1

d2
d1
] = Ua
cN
. (A.7)
Fu¨r die Ladungen auf den Platten der einzelnen Kapazita¨ten ergibt sich aus
Q=C·U
Q1 = C1Ua = 0W
A1
d1
Ua (A.8)
Q2 = C2Ub = 0W
A1 − A2
d1
· Ua
cN
(A.9)
Q3 = C3Ub =
0W EA2
d1W + (d1 − d2) E ·
Ua
cN
. (A.10)
Fu¨r die Feldenergien folgt hiermit aus Gl.A.2
W1 =
1
20W
Q21
A1
d1 =
1
2
0W
A1
d1
U2a (A.11)
W2 =
1
20W
Q22
A1 − A2d1 =
1
2
0W
A1 − A2
d1
(
Ua
cN
)2
(A.12)
W3 = W31 +W32 =
1
20
Q23
A2
(
d1 − d2
W
+
d2
E
)
=
1
2
0W EA2
Wd1 + E (d1 − d2)
(
Ua
cN
)2
. (A.13)
Hierbei stehen W31 und W32 fu¨r die Feldenergien in den beiden Teilen von C3 mit
unterschiedlichem Dielektrikum (W bzw. E).
Fu¨r die Vera¨nderung der Feldenergie aufgrund der Eisclusterbildung ergibt sich
nach einiger Umformung
∆W = W2 +W3 −W1 = 1
2
0W
(
W − E
E + (W − E) d2d1
)
U2aA2
d2
d21
, (A.14)
wobei die Na¨herung
A1 − A
2
1
A1 + k · A2 = k · A2 (A.15)
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mit
k = 1− 1
1 +
(
W
E
− 1
)
d2
d1
(A.16)
verwendet wurde. Die Na¨herung kann angewendet werden, da k  1 (W < E,
d2 < d1) und A2  A1 gilt.
Mit Ua=Ea·d1 sowie VC=A2·d2 ergibt sich schließlich
∆W =
0W
2
(
W − E
E + (W − E) d2d1
)
E2aVC. (A.17)
Es ist ersichtlich, dass ∆W fu¨r beliebige Werte von W und E negativ ist, solange
W < E gilt, da 0 < d2 < d1.
Im Falle der Eiskeimbildung auf der Elektrodenoberfla¨che gilt mit Sicher-
heit d2  d1, da die Ho¨he des kritischen Eiskeims mit H?= γ · r?≈ 2 nm bei
E1=5·108V/m, T=−1 ◦C und γ=0,33 (siehe Tab. 5.2) deutlich kleiner ist als der
minimal realisierte Elektrodenabstand von 2,5µm (entspr. Abb. 3.8). In diesem Fall
ist
∆W ≈ 0W
2
(
W
E
− 1
)
E2aVC. f u¨r d2  d1 (A.18)
Durch den Vergleich von (A.18) mit (4.7) (∆W=Φel(n)) zeigt sich, dass die in
Kap. 4.1 hergeleiteten Zusammenha¨nge, speziell die wichtige Gro¨ße cE aus Gl. 4.9,
nicht nur im idealisierten Modell (konstante Oberfla¨chenladungsdichte), sondern
auch fu¨r die Bildung eines flachen Eisclusters auf der Elektrodenoberfla¨che im ex-
perimentellen System, welches in dieser Arbeit realisiert wurde, gu¨ltig sind. Einzige
Voraussetzung fu¨r die Energieabsenkung bei Clusterbildung ist die Erhaltung der
Gesamtladungsmenge im System.
Zur Abscha¨tzung der fu¨r die Keimbildung notwendigen minimalen Feldsta¨rke wur-
den in Kap. 5.1 die Versuche an spitzen Goldelektroden herangezogen. In diesem
Fall ist der direkte Vergleich des Elektrodensystems mit einem Plattenkondensator
wegen des im Vergleich zum Spitzendurchmesser großen Elektrodenabstandes nicht
zula¨ssig. In Abb.A.12 ist skizziert, wie sich die Situation zur Berechnung der Feld-
energieabsenkung jedoch wiederum auf ein einfaches Ersatzschaltbild u¨bertragen
la¨sst.
Das an der halbkugelfo¨rmigen Elektrodenspitze radial ausgerichtete elektrische Feld
(in Bezug auf eine weit entfernte Gegenelektrode) wird durch die Feldverteilung in
einem Kugelkondensator angena¨hert (Abb.A.12 a). Fu¨r die Situation vor Keimbil-
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vor Keimbildung nach Keimbildung
Elektrodenspitze
a
b c
Abb. A.12: Elektrische Ersatzschaltbilder zur Berechnung der Feldenergievera¨nderung
bei Eisclusterbildung an einer Elektrodenspitze: a Anna¨herung der realen Feldgeometrie
durch die eines Kugelkondensators. b, c Vereinfachung des Ersatzschaltbildes fu¨r die
Situation vor bzw. nach Keimbildung (Details siehe Text).
dung wird der Kugelkondensator in Abb.A.12 b durch einen Plattenkondensator
gleicher Kapazita¨t ersetzt.
Zur Beschreibung der Verha¨ltnisse nach Keimbildung muss der Kugelkondensa-
tor entsprechend Abb.A.12 c aufgeteilt werden: Die innere Kugelschale beinhal-
tet den Eiskeim, und hiermit das Gebiet, in dem sich die Dielektrizita¨tszahl des
Mediums a¨ndert. Da die Eiskeimho¨he H? ≈ 2 nm (siehe oben) im Vergleich zum
Spitzendurchmesser von 50-100 nm (Tab. 5.1) sehr gering ist, kann dieser innere
Kugelkondensator bei vertretbarem Fehler in einen Plattenkondensator u¨berfu¨hrt
werden. Im restlichen Kondensator, also der a¨ußeren Kugelschale, bleiben die Ver-
ha¨ltnisse unvera¨ndert. Er kann entsprechend durch einen Plattenkondensator der
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gleichen Kapazita¨t ersetzt werden. Im untersten Bild von Abb.A.12 c sind die bei-
den in Serie geschalteten Plattenkondensatoren (mit und ohne Eiskeim) in einem
einzigen Kondensator zusammengefasst. Die Situation entspricht nun wieder der in
Abb.A.11 gezeigten Ausgangssituation. Die Gro¨ße der einzelnen Kapazita¨ten kann
durch Variation von Plattenabstand und Plattenfla¨che angepasst werden. Unter
Beru¨cksichtigung der oben angesprochenen Na¨herungen gilt folglich auch fu¨r den
Fall der spitzen Elektrode mit großem Elektrodenabstand fu¨r die Energieabsenkung
bei Keimbildung das in (A.17) und (A.18) gezeigte Ergebnis.
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A.3 Kryokonservierungsexperimente
A.3.1 Anzüchtung der Fibroblasten
Die fu¨r die Versuche verwendeten Fibroblasten wurden aus humanen Vorha¨uten ge-
zu¨chtet, welche bei der Zirkumzision, etwa zur Behandlung von Phimosen, anfallen.
Zur Isolation der Fibroblasten wurde das folgende Protokoll angewendet:
• Vorhaut aus dem Transportmedium (siehe weiter unten) entnehmen und in
ein neues 50ml Falconro¨hrchen u¨berfu¨hren. Anschließend zweimal mit 20ml
PBS Pufferlo¨sung (siehe unten) spu¨len und noch ca. 30 min im Puffer stehen
lassen.
• Vorhaut aus dem Puffer nehmen und in eine sterile Petrischale legen. Mit
Skalpell und Pinzette ein Stu¨ck abschneiden. Dieses Stu¨ck mit dem Skalpell
in ca. 2mm2 kleine Stu¨cke zerteilen. Dabei die Oberhaut und die Fettschicht
entfernen. Gewebestu¨cke mit Hilfe einer Pasteurpipette auf dem Boden einer
T75-Zellkulturflasche verteilen und 1 h lang ohne Medium in den Inkubator
stellen, um sie antrocknen zu lassen.
• Nach der Antrocknungsphase ca. 3ml Zellkultur-Medium (siehe unten) ein-
fu¨llen. Hierzu die Flasche waagerecht halten und das Medium langsam auf
den Hautstu¨cken verteilen. Es dauert ca. zwei Wochen, bis die ersten Zellen
(Fibroblasten) auswachsen. Trotzdem regelma¨ßig (zweimal pro Woche) das
Medium wechseln. Aufpassen, dass die Hautstu¨ckchen nicht abgeschwemmt
werden!
• Wenn genu¨gend Zellen ausgewachsen sind (dichte Zellschicht um die Gewe-
bestu¨ckchen herum sichtbar), diese durch Trypsinieren (Standardprotokoll)
ablo¨sen. Die Suspension mit den abgelo¨sten Zellen nach Entfernen der Ge-
webestu¨cke 10min lang bei 200 g zentrifugieren. Das Zellpellet mit 4,5ml
Zellkultur-Medium lo¨sen und in eine neue T25-Zellkulturflasche u¨berfu¨hren.
Die Zellkultur wird anschließend im Inkubator gelagert. Erst wenn sich eine
dichte, geschlossene Zelllage gebildet hat, werden die Zellen trypsiniert und
in einer gro¨ßere Kulturflasche ausgesa¨t bzw. auf zwei Kulturflaschen gleicher
Gro¨ße aufgeteilt.
Das Teilen der Zellkultur (Passage) wurde etwa alle 10 Tage wiederholt, bis nach
der 4. bis 5. Passage genu¨gend Zellen zur Durchfu¨hrung der Experimente zur Ver-
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fu¨gung standen. Wa¨hrend der gesamten Zeit wurde das Zellkulturmedium je nach
Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen alle 3-5 Tage erneuert.
Zusa¨tzliche Anmerkung:
Um weitere Startkulturen herzustellen, ko¨nnen die durch das Trypsinieren abge-
lo¨sten Hautstu¨cke (siehe Punkt vier) in eine neue Kulturflasche u¨berfu¨hrt werden.
Nach dem Antrocknen der Stu¨cke wird entsprechend ab Punkt zwei wie oben be-
schrieben weiter verfahren.
Verwendete Medien:
Transportmedium (fu¨r 20ml):
19,4 ml RPMI
200 µl Kanamycin
200 µl Penicillin-Streptomycin
200 µl Amphotericin
Puffermedium (fu¨r 20ml):
19,4 ml PBS Puffer
200 µl Kanamycin
200 µl Penicillin-Streptomycin
200 µl Amphotericin
Zellkulturmedium (fu¨r 500ml):
445 ml DMEM
50 ml FCS
5 ml Antibiotic-Antmyotic-Lo¨sung
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Fu¨r die Zellkultur beno¨tigte Materialien:
Bezeichnung Lieferant Artikel-Nr.
DMEM Gibco 41965-039
FCS (Charge 123k) Gibco 10270-106
PBS (Tabletten) Gibco 18912-014
Penicillin-Streptomycin Sigma-Aldrich P0781
Amphotericin Sigma-Aldrich A2942
Kanamycin Gibco 15160-047
Antibiotic-Antimyotic-Lo¨sung Gibco 15240-096
Trypsin Sigma-Aldrich T3924
Me2SO (DMSO) Merck 70196658
A.3.2 Vorbereitung der Zellsuspension
Fu¨r einen experimentellen Einfriervorgang werden mindestens 4·106 Zellen beno¨tigt
(8 Ro¨hrchen mit je 0, 5·106 Zellen in 300µl Einfriermedium). Eine dicht bewachsene
Zellkulturschale enthielt zwischen 3 ·106 und 5 ·106 Zellen. Daher wurden u¨blicher-
weise zwei Schalen fu¨r einen Einfriervorgang in folgender Weise aufbereitet:
• Die Zellkulturschalen werden vorsichtig je 2 mal mit 5ml PBS gewaschen,
um letale und damit nichtadha¨rente Zellen zu entfernen.
• Es werden 2,5ml Trypsin eingebracht und die Schalen 1min lang in den Brut-
schrank (37 ◦C) gestellt. Das Trypsin bewirkt das Ablo¨sen der Zellen vom
Schalenboden.
• Nach der Inkubation werden die Schalen abgeklopft und der Erfolg der Zell-
ablo¨sung wird unter dem Mikroskop kontrolliert. Gegebenenfalls muss erneut
abgeklopft werden.
• 5ml Zellkulturmedium werden zugegeben und der Schalenboden mit dieser
Suspension mehrfach durchgespu¨lt, um die Zellen mo¨glichst vollsta¨ndig ent-
nehmen zu ko¨nnen.
• Die Suspension wird in ein 20ml-Falkonro¨hrchen u¨berfu¨hrt und 5min lang
bei 200 g zentrifugiert.
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• Der U¨berstand wird abgesaugt und das Zellpellet mit 10ml neuem Medium
aufgenommen.
• Nach dem Aufru¨tteln werden von der Suspension 0,5ml abgenommen. Danach
wird eine Trypanblaufa¨rbung durchgefu¨hrt. Durch Ausza¨hlung in einer Neu-
bauerkammer wird im direkten Anschluss die Zellkonzentration bestimmt.
Hieraus la¨sst sich die Anzahl an Zellen in den restlichen 9,5ml Suspension
berechnen. Gleichzeitig gibt die Fa¨rbung Auskunft u¨ber und das Verha¨ltnis
von vitalen zu letalen Zellen.
• Die 9,5ml Suspension werden erneut zentrifugiert (5min bei 200 g). Der U¨ber-
stand wird abgesaugt.
• Unter Ku¨hlung der Falkonro¨hrchen im Eiswasserbad wird die zuvor berech-
nete Menge Einfriermedium1 zugegeben, die notwendig ist, um eine Zellkon-
zentration von 1, 67 · 106 vitalen Zellen pro ml (entsp. 0, 5 · 106 in 300µl)
einzustellen.
• 300µl der fertigen Zellsuspension werden in jedes der acht im Eiswasserbad
geku¨hlten Probenro¨hrchen eingefu¨llt.
A.3.3 Zellmembranschädigung durch Me2SO
Die Zellen sind wa¨hrend des Einfriervorgangs, etwa wa¨hrend der Plateauphase,
fu¨r einen la¨ngeren Zeitraum dem Me2SO-haltigen Einfriermedium ausgesetzt. Um
abscha¨tzen zu ko¨nnen, ob es hierbei zu einer Zellscha¨digung durch das Gefrier-
schutzadditiv kommt, wurden Zellen dem Medium bei T=−2 ◦C unterschiedlich
lange ausgesetzt. Die Temperatur entspricht der ho¨chsten bei den Versuchen ein-
gesetzten Plateautemperatur, bei der wegen der Temperaturabha¨ngigkeit der Ad-
ditivtoxizita¨t die ho¨chste Zellscha¨digung zu erwarten ist. Abb.A.13 zeigt jedoch,
dass die Membranintegrita¨t bei Lagerzeiten bis 50min nicht absinkt. Eine Zell-
scha¨digung durch das Gefrierschutzmedium wa¨hrend des Abku¨hlvorgangs vor dem
Einleiten der Keimbildung kann somit ausgeschlossen werden.
A.3.4 Einfrierprotokolle
Die Tabellen A.2 und A.3 enthalten die fu¨r die Kryokonservierungsexperimente ver-
wendeten Einfrierprotokolle fu¨r eine externe Ku¨hlrate von Bext=−1K/min bzw.
1Die Zusammensetzung des Einfriemediums ist in Abschnitt 6.3.1 beschrieben
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Abb. A.13: Membranintegrita¨t bei Lagerung der Zellen im Einfriermedium in Abha¨ngig-
keit der Zeit (T=−2 ◦C).
Bext=−5K/min. Sie wurden entwickelt, um die Kristallisation mittels elektrisch
induzierter Eiskeimbildung bei definierten unterschiedlichen Keimbildungstempe-
raturen Tn auslo¨sen zu ko¨nnen. Angegeben sind die einzelnen Segmente, aus denen
sich jedes Protokoll zusammensetzt: Zieltemperatur TZ, Intervallzeit tI bis zum
Erreichen von TZ und die lineare Ku¨hlrate im Intervall BI, welche sich hieraus
ergibt. Die Starttemperatur fu¨r jedes Einfrierprotokoll ist 0 ◦C. Bei dieser Tempe-
ratur wurde die vorgeku¨hlte Einfrierhalterung in den Einfrierautomaten u¨berfu¨hrt
und das Protokoll gestartet. Der Eintrag
”
max“ fu¨r BI gibt an, dass die Kammer
mit der maximal mo¨glichen Ku¨hlrate des Einfrierautomaten heruntergeku¨hlt wird.
Durch Fettdruck hervorgehoben ist die fu¨r den Einfrierprozess der Zellen relevante
Ku¨hlrate. In dem entsprechenden Intervall wird bei Erreichen von Tn unter Beru¨ck-
sichtigung der Temperaturdifferenz zwischen Probe und Spalt die Eiskeimbildung
durch Anlegen des Hochspannungspulses induziert. Die Ku¨hlrate wird in allen Pro-
tokollen bei Erreichen einer Probentemperatur von TP≈−40 ◦C auf B=10K/min
erho¨ht. Es handelt sich hierbei um eine fu¨r die Kryokonservierung u¨bliche Protokoll-
gestaltung, da angenommen werden kann, dass die Zelldehydrierung bei Erreichen
dieser Temperatur weitestgehend abgeschlossen ist.
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Tab. A.2: Einfrierprotokolle zur Realisierung unterschiedlicher Keimbildungstemperatu-
ren Tn bei einer aufgepra¨gten Ku¨hlrate von Bext=−1K/min (siehe Text).
Tn [
◦C] (soll) SegmentNr. TZ [ ◦C] tI [min] BI [K/min]
−4 1 0 0,2 max
2 0 10,0 0
3 −8, 4 8,4 1
4 −2, 0 0,2 max
5 −2, 0 60,0 0
6 −10, 0 0,2 max
7 −48, 0 38,0 1
8 −130, 0 8,2 10
9 −100, 0 0,2 max
10 −100, 0 60,0 0
−6 1 0 0,2 max
2 0 10,0 0
3 −10, 4 10,4 1
4 −4, 0 0,2 max
5 −4, 0 60,0 0
6 −12, 0 0,2 max
7 −48, 0 36,0 1
8 −130, 0 8,2 10
9 −100, 0 0,2 max
10 −100, 0 60,0 0
−8/ −10/−12/−14 1 0 0,2 max
2 0 10,0 0
3 −12, 9 12,9 1
4 −6, 0 0,2 max
5 −6, 0 60,0 0
6 −14, 0 0,2 max
7 −48, 0 34,0 1
8 −130, 0 8,2 10
9 −100, 0 0,2 max
10 −100, 0 60,0 0
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Tab. A.3: Einfrierprotokolle zur Realisierung unterschiedlicher Keimbildungstemperatu-
ren Tn bei einer aufgepra¨gten Ku¨hlrate von Bext=−5K/min.
Tn [
◦C] (soll) SegmentNr. TZ [ ◦C] tI [min] BI [K/min]
−4 1 0 0,2 max
2 0 10,0 0
3 −8, 4 8,4 1
4 −2, 0 0,2 max
5 −2, 0 60,0 0
6 −42, 0 0,2 max
7 −80, 0 7,6 5
8 −130, 0 5,0 10
9 −100, 0 0,2 max
10 −100, 0 60,0 0
−6 1 0 0,2 max
2 0 10,0 0
3 −10, 4 10,4 1
4 −4, 0 0,2 max
5 −4, 0 60,0 0
6 −44, 0 0,2 max
7 −79, 0 7,0 5
8 −129, 0 5,0 10
9 −100, 0 0,2 max
10 −100, 0 60,0 0
−8/−10/−12/−14 1 0 0,2 max
2 0 10,0 0
3 −12, 9 12,9 1
4 −6, 0 0,2 max
5 −6, 0 60,0 0
6 −46, 0 0,2 max
7 −80, 0 6,8 5
8 −130, 0 5,0 10
9 −100, 0 0,2 max
10 −100, 0 60,0 0
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A.3.5 Wiedererwärmung der Proben nach Kryokonservierung
a
b c
d 10 mm
Abb. A.14: a U¨bersichtsaufnahme des Aufbaus zum kontrollierten Wiedererwa¨rmen der
Proben im Tauautomaten, b von temperiertem Wasser durchstro¨mte Tau-
kammern, in welche die Proben eingesteckt werden, c Detailaufnahme einer
Taukammer mit integriertem Probenro¨hrchen, d schematische Darstellung
einer Taukammer zur Verdeutlichung des spiralfo¨rmigen Wasserstroms um
die Probe.
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= 20°CW = 4°CW
T
t
T T
Abb. A.15: Temperaturverlauf beim Wiedererwa¨rmen einer Probe im Tauautomaten
mit 20 s Tauzeit bei einer Wassertemperatur von TW=20 ◦C und anschlie-
ßendem Umschalten auf TW=4 ◦C entsprechend Kap. 6.3.2. Der auf 4 ◦C
festgelegte Grenzwert der Probentemperatur wird nicht u¨berschritten.
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A.3.6 Auswasch- und Färbeprotokoll zur Bestimmung der
Membranintegrität
Das zur Bestimmung der Membranintegrita¨t verwendete Protokoll gliedert sich wie
folgt:
• Umpipettieren der Proben in 15ml-Zentrifugenro¨hrchen, welche in eine durch
Eiswasser geku¨hlte Schwenkvorrichtung eingesteckt sind.
• Wa¨hrend des automatisierten Schwenkens der geku¨hlten Ro¨hrchen wird, zum
Auswaschen des Gefrierschutzadditivs Me2SO, Na¨hrmedium zugegeben. In ei-
nem zeitlichen Abstand von etwa 15 s werden in jedes Ro¨hrchen nacheinander
die folgenden Einzelmengen einpipettiert:
15x 30µl, 15x 100µl, 4x 250µl
• Die auf etwa 3ml aufgefu¨llten Proben werden 5 Minuten bei 300-facher Erd-
beschleunigung und bei T=4 ◦C zentrifugiert und anschließend wieder ins
Eiswasserbad u¨berfu¨hrt.
• Der U¨berstand wird vorsichtig abgesaugt, anschließend werden 2ml vorge-
ku¨hlte Pufferlo¨sung zugegeben. Das Me2SO ist zu diesem Zeitpunkt so weit
ausgewaschen, dass die Proben bei Raumtemperatur weiterverarbeitet wer-
den ko¨nnen.
• Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffes Calcein-AM: 140µl
(Konzentration der Arbeitslo¨sung: 50µg Calcein-AM in 3ml H2O bi-dest.)
• Aufru¨tteln der Zellen und Inkubation im Brutschrank ca. 25-30min lang.
• Erneutes Aufru¨tteln der Zellen und Abpipettieren von 200µl Zellsuspension
in ein Eppendorf-Hu¨tchen.
• Zugabe von 10µl des Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid.
• Befu¨llen einer Neubauerkammer und Bestimmung der Zellmembranintegrita¨t
unter dem Fluoreszenzmikroskop.
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A.3.7 Bestimmung der Membranpermeabilitätsparameter für
humane Fibroblasten
a b
100 m
Abb. A.16: Mikroskopieaufnahmen von humanen Fibroblasten a in isotoner Lo¨sung
(0,15mol/l NaCl) und b im Gleichgewichtszustand nach Erho¨hung der extra-
zellula¨ren Osmolarita¨t auf 0,5mol/l. Deutlich zu erkennen ist die Schrump-
fung der Zellen durch Wasserabgabe (Dehydrierung).
1
0,1

m
/m
in
/a
tm
Abb. A.17: Auftragung des Logarithmus von Lp u¨ber der reziproken Temperatur 1/T fu¨r
humane Fibroblasten (Arrhenius-Diagramm). Die eingezeichnete Linie stellt
die lineare Regression der Daten dar (R=−0, 92) und wird zur Bestimmung
von Ea (Steigung der Regressionsgeraden) undK (Schnittpunkt mit Ordinate
bei 1/T→ 0) beno¨tigt.
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e
b = 0,415iso/
Abb. A.18: Boyle van’t Hoff Diagramm fu¨r humane Fibroblasten. Die eingezeichnete
Linie stellt die lineare Regression fu¨r das Gleichgewichtsvolumen der Zel-
len in hypertoner und hypotoner Lo¨sung dar (R2=0,97). Nicht sichtbare
Fehlerbalken der Standardabweichung sind kleiner als die entsprechenden
Symbole.
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A.4 Gefriertrocknungsexperimente
20 cm
Abb. A.19: Gefriertrocknungsanlage (Christ LMC-2, Martin Christ Gefriertrocknungs-
anlagen GmbH, Germany) mit integrierten mechanischen Mikrowaagen.
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